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RESUMEN

Las islas oceénicas a pesar de su pequefio tamafo, han sido reconocidas como
grandes reservorios naturales de la biodiversidad ya que albergan numerosas
especies Unicas. Estas islas ofrecen oportunidades para realizar estudios de tipo
evolutivos que ayudan a comprender como las especies y poblaciones divergen
en espacios acotados, aislados y relativamente jovenes en edad geoldgica. La
generacion y diversificacion de especies en islas oceanicas se atribuye
principalmente a los modos de especiacidon destacando cladogénesis y
anagénesis, ambos han modelado la variabilidad genética en especies de plantas
en islas oceanicas mediante procesos micro-evolutivos de tipo neutrales y
seleccion. En particular la anagénesis genera solo una especie cuya variacion
genética se acumula a través del tiempo, siendo igual, ligeramente menor o
mayor a la especie parental. Diversos estudios se han llevado a cabo para
comprobar como la anagénesis incide sobre la variabilidad genética de las
especies de islas oceanicas. Hasta el momento la mayor parte de los estudios
relacionados con esta especiacion han sido realizados en especies arbéreas, por
ello en este estudio se evalud este proceso en una especie herbacea, utilizando
como modelo Dysopsis hirsuta (Mull. Arg.) Skottsb. (Euphorbiaceae), especie
endémica de la isla Robinson Crusoe, derivada anageneticamente de la especie
endémica de Chile continental Dysopsis glechomoides (A. Rich.) Mull. Arg.
Ademas, se tiene conocimiento que la especie insular se encuentra en peligro

critico por la drastica reduccion de habitat, sin embargo, no existen antecedentes
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de tipo genético que ayuden a dilucidar el estado de conservacion genético de

las poblaciones hoy existentes.

Este estudio evaludé procesos micro-evolutivos que acompafian a la especiacion
anagénetica. Para ello se analizo la diversidad y estructuracion genética neutral
y outlier con el propésito de dilucidar qué procesos son los que estarian
modelando la variabilidad genética de esta especie, examinando la variacién
genética basada en seis marcadores AFLP en 382 individuos pertenecientes a
14 poblaciones y marcadores SNP basados en 367 individuos distribuidos en 11
poblaciones, incluyendo ambas especies. Los resultados de diversidad genética
al analizar la especie insular versus la continental para AFLP y SNP evaluadas
de manera neutral y outlier en promedio muestran que D.hirsuta presenta niveles
iguales o ligeramente menores a aquellos de D. glechomoides, lo que corrobora
su origen anagenético. Los resultados de divergencia genética muestran la
existencia de dos pools génicos dentro de la isla Robinson Crusoe y dos en el
continente, esto podria sugerir dos efectos fundadores desde el continente a la
isla. Los resultados de diversidad genética al evaluar sélo la especie insular
mediante marcadores neutrales y outlier dan cuenta que los procesos de tipo
neutrales y outlier estarian actuando sobre las poblaciones de la isla, por lo que
no se descarta seleccion en alguna de ellas. Al evaluar los resultados de
divergencia genética se evidencia una estructuracion genética con varios pool
génicos dentro de la isla, con los mayores valores de varianza dentro de las

poblaciones y sin existir aislamiento por distancia. Este patron encontrado es
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discordante a los evaluados en otras especies que abrian derivado por este
proceso de especiacion, en la cuales no existe un patron geografico, ademas de
un solo pool génico encontrado en la isla. Todos estos resultados de diversidad
y estructura genética demuestran que la variacion estaria siendo modelada
principalmente por la deriva génica y flujo génico historico por sobre la seleccion,
corroborando que los procesos de tipo neutrales son lo que modelan la diversidad
genética en esta especie insular. Con los resultados de diversidad de y
divergencia se propone caracterizar unidades de conservacion genética basadas
en ESU. En donde de las nueve poblaciones insulares evaluadas, se propone
considerar de manera prioritaria las poblaciones Mirador Selkirk, Plazoleta
Yunque, Salsipuedes, La Campana y Puerto Inglés, en el desarrollo de
estrategias de conservacion para la especie, considerando herramientas que
incluyan la conservacion de semillas de estos sitios (in situ) y el estableciendo de
planes de manejo para aumentar los niveles de variacion genética de las

poblaciones.
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SUMMARY

Oceanic islands, despite being small, have been recognized as great natural
reservoirs of biodiversity since they are home to many unique species. These
islands offer opportunities to carry out evolutionary studies, which allow us to
understand how species and populations diverge in limited spaces, isolated and
relatively young in geological age. The generation and diversification of species
on oceanic islands is attributed mainly to the speciation modes of cladogenetic
and anagenetic, both have modeled genetic variability in plant species on oceanic
islands through micro-evolutionary processes of a neutral type and selection. In
the case of anagenesis generates only one species whose genetic variation
accumulates over time, being equal, slightly lower or higher than the parent
species. Various studies have been carried out to verify how angenesis affects
the genetic variability of oceanic island species. Until now, most of the studies
related to this speciation have been carried out in tree species, therefore in this
study this process was evaluated in herbaceous species, using Dysopsis hirsuta
(Mull. Arg.) Skottsb as a model. (Euphorbiaceae), endemic species of Robinson
Crusoe Island, derived anagenetically from the endemic species of continental
Chile Dysopsis glechomoides (A. Rich.) Mull. Arg. In addition, it is known that the
insular species is critically endangered due to the drastic reduction of habitat,
however, there is no genetic background that helps to elucidate the genetic
conservation status of the populations that exist today. This study evaluated

micro-evolutionary processes that accompany anagenetic speciation. For this, the
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diversity and neutral and outlier genetic structuring were analyzed in order to
elucidate which processes are the ones that would be modeling the genetic
variability of this species, examining the genetic variation based on six AFLP
markers in 382 individuals belonging to 14 populations and SNP markers. based
on 367 individuals distributed in 11 populations, including both species.The
results of genetic diversity when analyzing the insular versus the continental
species in AFLP and SNP with a neutral and outlier approach, it is observed that
D. hirsuta presents levels equal to or slightly lower than those of D. glechomoides,
which corroborates its anagenetic origin. The genetic divergence results show the
existence of two genetic pool within Robinson Crusoe island and two on the
mainland, this could suggest two founding effects from the mainland to the island.
The results of genetic diversity when evaluating only the insular species using
neutral and outlier markers show that the processes of the neutral and outlier type
would be acting on the populations of the island, so selection on these is not ruled
out. When evaluating the results of genetic divergence, a genetic structure with
several gene pools within the island is evidenced, where the highest variance
values would be found within populations and without isolation by distance. This
pattern is discordant to those evaluated in other species that were derived by
anagenesis, in which there is no geographic pattern, in addition to a single genetic
pool found in the island. All these genetic diversity and divergence results suggest
that variation is being modeled mainly by processes of historical gene flow and

gene drift over selection, corroborating that neutral-type processes are what
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model genetic diversity in D. hirsuta. With the diversity and divergence results it
is proposed to characterize ESU-based genetic conservation units. Where of the
nine island populations evaluated, it is proposed to consider as a priority the
populations Mirador Selkirk, Plazoleta Yunque, Salsipuedes, La Campana and
Puerto Inglés, in the development of conservation strategies for the species,
considering tools that include seed conservation of these sites (in situ) and the
establishment of management plans to increase the levels of genetic variation of

the populations.
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1 INTRODUCCION

Las islas oceéanicas son consideradas grandes fuentes de biodiversidad biol6gica
y son reconocidas como laboratorios naturales para el estudio de la evolucion
debido a su area limitada, aislamiento geografico, restriccion de habitat,
cuantiosos microhabitats con una biota relativamente simple y altos niveles de
endemismo (Drake et al.,, 2002). Aunque los sistemas insulares cubren solo
alrededor del 2% de la superficie terrestre, su contribucion a la biodiversidad
mundial es primordial (Hahn et al., 2005). Este conjunto de caracteristicas Unicas,
que resultan de un aislamiento evolutivo prolongado, hace a las islas
particularmente sensibles a los cambios de tipo evolutivos, ecoldgicos y
antropogénicos (Frankham, 2005), convirtiendo a las islas oceanicas en

repositorios de informacién genética (Ministerio del medio ambiente, 2014).

Los prolongados periodos de tiempo que algunas de estas islas han permanecido
alejadas de las areas fuente (en su mayoria areas continentales), ofrece
oportunidades para determinar el o los origenes de las especies inmigrantes y la
historia evolutiva posterior al establecimiento en estos ecosistemas (Emerson,
2002). Una manera de comprender esta historia evolutiva es por medio de
marcadores moleculares, los cuales entregan oportunidades para el estudio de
los procesos evolutivos a través de la genética de poblaciones, revelando la

divergencia y especiacion (Bretting y Widrlechner, 1995; Luikart et al., 2003)



1.1 Principales modos de especiacion en islas oceanicas: Cladogénesis y

Anagénesisis

Es bien conocido que la generacion de nuevas especies en islas oceanicas se
debe entre otros a los modos de especiacion, destacando los procesos de
cladogénesis y anagénesis (Stuessy et al., 2014), que influyen de manera
significativa sobre la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones de
especies endémicas que habitan las islas (Stuessy, 2018). Esto se debe a que
tanto cladogénesis como anagénesis se desarrollan a partir de procesos micro-
evolutivos, como mutacion, flujo génico, deriva génica y seleccién natural

(Frankham,1997).

La cladogénesis es el modo de especiacion mas comun en islas oceanicas, la
cual involucra radiacibn adaptativa (Schliter, 2000), generalmente
esquematizada como una division de eventos, segun los cuales una especie
ancestral puede dar origen a dos 0 mas especies descendientes (Stanley, 1975;
Emerson y Patifio, 2018). En este caso, al llegar el propagulo de una especie
(inmigrante continental o insular) a una isla, por efecto fundador genera una
poblacién que rapidamente diverge y se fragmenta produciendo numerosos
linajes que se adaptan a diferentes habitats ecoldgicos (Stuessy et al., 1990,
2012). Como resultado, las especies originadas presentan una morfologia
diferente y una variabilidad genética menor respecto de la especie parental

(Frankham,1997; Baldwin et al., 1998; Givnish et al., 2009), debido a la



subdivision del conjunto de genes (o pool génico) de los inmigrantes y la rapida
seleccién de tipo direccional que se genera de manera aislada (Takayama et al.,
2018). Varios complejos de especies se han desarrollado en islas oceanicas a
través de la radiacion adaptativa, como lo ilustran los géneros Clermontia
Gaudich., Cyanea Gaudich. y Trematolobelia Zahlbr. ex Rock, del complejo
Lobelioides (Campanulaceae, Givnish et al., 2009) y Argyroxiphium DC., Wilkesia
A.Gray y Dubautia Gaudich. en el complejo de Silverwords (Asteraceae, Keeley
y Funk 2011) en Hawaii; ademas de los géneros Aeonium Webb. y Berthel.
(Crassulaceae, Liu, 1989; Jorgensen y Olesen, 2001) y Echium L. (Boraginaceae,
Bohle et al., 1996) en las Islas Canarias; Scalesia Arn. (Asteraceae, Eliasson,
1974) en el archipiélago de Galapagos (Lindhardt et al., 2009); Dendroseris
D.Don (Asteraceae) diversificado en las tres islas que componen el Archipiélago
de Juan Fernandez (Crawford et al., 1998); Erigeron L. (Asteraceae, Lépez-
Sepulveda et al., 2015) en isla Alejandro Selkirk y Robinsonia DC. (Asteraceae,

Crawford et al., 1998; Takayama et al., 2015) en isla Robinson Crusoe.

El resultado general de estos estudios indica que durante la cladogénesis la
poblacion inmigrante se divide, generando fragmentos que albergan un rango
limitado de variacion genética en comparacion con la poblacion parental
continental (Baldwin et al.,1998), de esta forma ocurre una maxima divergencia

morfologica, pero con bajos niveles de variabilidad genética (Frankham,1997).



La anagénesis es mediada principalmente por procesos microevolutivos de tipo
neutrales (mutacion, flujo y deriva génica) (Stuessy et al., 2006). EI migrante que
llega a una isla, especialmente en aquellas con oportunidades ecolégicas
limitadas (baja heterogeneidad de habitats), prolifera en tamafio poblacional y
acumula variabilidad genética de manera paulatina (Emerson, 2002; Crawford,
2010), luego de numerosas generaciones, después de su establecimiento, la
variacion genética dentro y entre las poblaciones que se establecen en laisla, es
acumulada mediante procesos de tipo neutrales, lo da como resultado que esta
variacion genética se aproxime o incluso supere ligeramente al ancestro,
resultando de esta forma una especie genéticamente distinta (Stuessy et al.,
2006). Especies que habrian derivado mediante este tipo de especiacion son
escasos, pero relevantes, ya que este tipo de especiacion es menos frecuente
en las islas oceanicas. Stuessy et al. (2006) analiz6 un total de 10 complejos de
islas y mas de 2000 especies, documentando que la mayor proporcion de
especies derivadas via anagénesis se encuentran en las islas Ullung en Corea y
en el Archipiélago de Juan Fernandez en Chile. Este ultimo, con 52 taxas de
plantas endémicas que se habrian originado anagenéticamente (Stuessy et al.,
2018). Otros ejemplos destacados, fuera del Archipiélago de Juan Fernandez,
incluyen a Dystaenia ibukiensis (Y.Yabe) Kitag. y D. takesimana (Nakai) Kitag.
(Apiaceae, Pfosser et al., 2006), Acer takesimense Nakai y A. okamotoanum

Nakai (Aceraceae, Takayama et al., 2013) en isla Ullong.



1.2 Antecedentes previos de anagénesis en el Archipiélago de Juan

Fernandez

En particular para el Archipiélago Juan Ferndndez la anagénesis se ha
documentado en diversos géneros, la mayoria en plantas con habito arbéreo
como por ejemplo Drimys confertifolia Phil. (Winteraceae) que habita en las islas
Robinson Crusoe (R. Crusoe) y Alejandro Selkirk (A. Selkirk), la cual estaria muy
relacionada con las especies D. andina (Reiche) R.A.Rodr. et Quez. y D. winteri
J.R.Forst. et G.Forst. que se encuentran en el continente (Lépez-Sepulveda et
al., 2014). Estos autores sobre la base de analisis moleculares indican que se
habria originado via anagénesis de la especie continental D. winteri, ya que los
niveles de variacién genética son similares, aunque ligeramente menores o

mayores dependiendo del marcador molecular utilizado (AFLP o microsatélites).

Otro ejemplo es el género Myrceugenia (Myrtaceae), el cual posee dos especies
en el Archipiélago Juan Fernandez: M. schulzei Johow encontrada en isla
Alejandro Selkik y M. fernandeziana (Hook. y Arn.) Johow en isla Robinson
Crusoe. En base a secuencias moleculares de ADN se ha demostrado que M.
fernandeziana, seria extremadamente divergente de M. schulzei, al punto que M.
fernandeziana ha sido transferida al género monotipico Nothomyrcia Kausel
(Murillo et al., 2013). Por otra parte, M. schulzei tendria como pariente continental
a M. cochalguensis (Phil.) L.E. Navas, con la que estaria mas emparentada

filogenéticamente (Murillo et al., 2013). Lopez-Sepulveda et al., (2013) encontrd



para ambas especies insulares una considerable variacion genética dentro de las
poblaciones, donde el grado de variabilidad genética dentro de M. schulzei es
equivalente a la especie parental continental M. colchaguensis. Desde un punto
de vista genético, ambas especies insulares forman una gran poblacion en cada
una de las islas, con poca estructura genética y sin estructuracion geografica
(L6pez-Sepulveda et al., 2013). Asi, altos niveles de variabilidad genética y baja
estructuracioén geografica, son compatible con el concepto de especie derivada

anagenéticamente (Stuessy, 2007).

Rhaphithamnus Miers. (Verbenaceae), es otro género representante de
anagénesis en el Archipiélago de Juan Ferndndez. Posee una especie
Rhaphithamnus venustus B.L. Rob., la cual se encuentra en las islas R. Crusoe
y A. Selkirk, y que ha derivado de su ancestro continental R. spinosus (Juss.)
Moldenke (LOpez- Sepulveda et al., 2015). En los estudios realizados mediante
AFLP y microsatélites se observa que la variabilidad genética es nuevamente
mayor para la poblacion en Robinson Crusoe, que la encontrada en la especie
continental, aunque la variabilidad genética encontrada para R. venustus que se
encuentra en A. Selkirk es considerablemente mas baja que la poblacién que
habita en Robinson Crusoe (Lopez-Sepulveda et al., 2016). Por ultimo, el género
Robinsonia DC. (Takayama et al., 2015a), habria radiado en isla Robinson
Crusoe mediante cladogénesis, sin embargo, Robinsonia masafuerae Skottsb.,
habria divergido mediante anagénesis en isla Alejandro Selkirk de uno de sus

parentales de Robinson Crusoe, R. evenia Phil. (Takayama et al., 2015a). Los
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resultados presentados por Takayama et al. (2015a) arrojaron que la variabilidad
genética en R. masafuerae Skottsb. es similar a la de su especie progenitora R.

evenia.

Los estudios anteriores basados en marcadores multilocus han encontrado el
mismo patrén, donde los valores de variabilidad genética medidos en términos
de lariqueza alélica, la proporcién esperada de heterocigotos, los coeficientes de
endogamia y el numero total de alelos, muestran valores estadisticamente
iguales o levemente mayores a los que registran sus ancestros continentales o
insulares. Ademas, en todos ellos existe una baja estructuracion genética dentro
de las poblaciones de especies originadas via anagénesis, esto se debe a que
los individuos que habrian divergido por este modo de especiacion, se comportan
como una sola gran poblacion compartiendo el pool génico en toda la isla, lo que
conlleva a que no exista un patron genético en el paisaje, debido a que este

posee baja heterogeneidad de habitats (Takayama et al., 2015b).

1.3 Sitio de estudio: Archipiélago de Juan Fernandez

El Archipiélago de Juan Fernandez, hoy considerado Reserva Mundial de la
Biosfera (CONAF 2014), localizado a 33°40'S y 80°47' O a 667 km de las costas
de Chile Central, estad conformado por tres islas: Robinson Crusoe (con una
superficie de 48 km? y 915 m de altitud maxima), Alejandro Selkirk (50 km? y

1.650 m de altitud) y Santa Clara (2 km? y 375 m de altitud) (Stuessy y Ono,



1998). Posee un origen volcanico (Castro et al., 1995) compuesto por rocas de
origen basaltico (Le Quesne et al., 2002), lo que resulta en suelos minerales ricos
en nutrientes. En general los suelos de Robinson Crusoe muestran una
diferenciacion en la composicion en un gradiente altitudinal, con ceniza volcanica
en las partes mas elevadas y en algunas partes bajas presentan areas con suelos
arenosos, producto de los depdsitos edlicos (Ortiz 1982). Estos tipos de suelo se
vuelven muy susceptibles a la erosiéon, sobre todo por el pastoreo o la tala
considerable de la isla (Stuessy y Ono,1998; Greimler et al., 2002a), problemas
recurrentes en este habitat y que han provocado que muchas especies de plantas
endémicas se vean amenazadas. El clima del archipiélago se caracteriza por
veranos secos e inviernos suaves pero humedos y puede ser descrito como un
clima mediterraneo con influencia oceanica (Hajek y Espinoza, 1987; Cereceda
et al.,1996). En Robinson Crusoe la temperatura media anual es de 15,2 °C y la
precipitacion anual total es de 922 mm (Mufioz 1969). La flora presente en el
Archipiélago ha desarrollado una cubierta vegetacional modificada por el
ambiente y relieve sobre el sustrato en el cual se han desarrollado, dando origen
a una composicion de vegetacion particular para cada isla, como consecuencia
de los fendbmenos evolutivos y de colonizacién (Stuessy y Ono, 1998). Si bien las
composiciones de especies son similares para las dos islas mayores (R. Crusoe

y A. Selkirk), estas difieren en los patrones altitudinales (Stuessy, 2007).

El archipiélago presenta un poco menos de 100 km? de masa terrestre, pese a

ello, las islas concentran mas del 5% de las plantas vasculares endémicas de
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Chile (Marticorena et al.,1998). La vegetacion del Archipiélago Juan Fernandez
ocupa 3.907 ha solo en islas Robinson Crusoe y Santa Clara y 4.613 ha en
Alejandro Selkirk (CONAF 2014). En el archipiélago se encuentran 475 especies
de plantas vasculares, incluyendo 135 endémicas, 73 nativas y 267 introducidas,
con un endemismo del 13% a nivel de género y un 64% a nivel de especie
(Danton et al., 2006; Stuessy et al., 2018). El alto valor de endemismo que la flora
del Archipiélago posee la transforma en un lugar Unico a nivel mundial, lo cual ha
llevado a ser declarada como la isla con la mayor densidad de especies
endémicas/km? en el mundo (Vargas et al., 2014). En particular, la isla Robinson
Crusoe, la unica isla habitada permanentemente del archipiélago, presenta mas
plantas endémicas por area que cualquier otra isla del mundo con un estimado
de 93 especies en 4.794 hectareas, es decir 1.9 especies endémicas/km?2
(Stuessy et al., 2017). La vegetacion de esta isla se caracteriza por presentar
pastizales en las zonas mas bajas (<150 m s.n.m.), matorrales mixtos exotico-
nativos en las zonas intermedias, y formaciones boscosas endémicas en las
zonas mas altas (> 400 m s.n.m.). La cumbre del cerro El Yunque (915 m s.n.m.),
el mas alto, presenta una flora particularmente Unica con plantas de distribucion

local como Yunquea tenzii (Danton et al., 2006).

La mayoria de los géneros de especies vasculares en el Archipiélago de Juan
Fernandez posee un origen cosmopolita (27%), seguido por géneros de zonas
tropicales y neotropicales (31%), zonas mas alejadas como Australasia también

estan presentes dentro de los elementos floristicos (11%). Basado en mas de

9



100 censos floristicos, Greimler et al. (2002b) realizaron una clasificacion de las
formaciones vegetales en Robinson Crusoe, las cuales incluyen catorce unidades
vegetacionales siendo las principales 1) Bosque endémico montano alto (753,5
ha de extension, 350-650 msnm), se encuentra en pendientes pronunciadas,
dominada por las especies propias de las islas. 2) Bosque endémico montano
bajo (441,9 ha 220-410 msnm), compuesto de bosques dominados por luma,
naranjillo (Fagara mayu (Bertero ex Colla) Engl.) y canelo. Los arboles endémicos
Juan Bueno (Rhaphithamnus venustus (Phil.) B.L. Rob.), peralillo (Coprosma
pyrifolia (Hook. et Arn.) Skottsb.) y manzano (Boehmeria excelsa (Bertero ex
Steud.) Wedd.) se encuentran con menos abundancia en este tipo de vegetacion
(Vargas y Bannister, 2003). 3) Matorral de murta (232,2 ha 200-600 m s.n.m.), es
una comunidad de arbustos de hojas duras que ocurren a lo largo de las laderas
superiores de Robinson Crusoe. La murta (Ugni molinae Turcz.), introducida
desde el continente a finales de 1800 (Johow, 1896), se ha desarrollado de
manera invasiva, donde se presentan usualmente especies endémicas como la
murta de Juan Fernandez (Ugni selkirkii (Hook. y Arn.) O.Berg) o el helecho
pluma de indio (Lomariocycas cycadifolia (Colla) Gasper & A.R. Sm.). 4) Matorral
de maqui-mora (718,3 ha 140-420 msnm). Este tipo de vegetacion esta formada
por un denso matorral de las especies exoéticas invasoras zarzamora (Rubus
ulmifolius Schott) y maqui (Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz.), con baja o casi

nula proporcion de especies nativas (Greimler et al., 2002b).
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1.4 Diversidad genética mediada por procesos evolutivos

La diversidad genética, medida en términos de variabilidad genética, es la fuente
primaria de variabilidad bioldgica en las poblaciones naturales (Campbell, 2003),
la cual permite la aparicion de variantes genéticas como alelos, genes o
genotipos dentro y entre las poblaciones de una especie (Jiménez y Collada
2000), permitiendo a las especies y sus poblaciones responder a los cambios
ambientales y evolutivos que se presentan a largo o corto plazo (Lande y
Barrowcloug, 1987; Rossetto et al., 1995), siendo la responsable de la generacion
y mantencion de la biodiversidad. La diversidad genética es considerada el
principal componente de la biodiversidad y en los ultimos afios se ha prestado
mayor atencion por conservar este componente, entendido que las poblaciones
con altos niveles de variabilidad genética estan asociada a la prevalencia de las
poblaciones naturales, permitiendo a las especies responder ante eventuales
cambios en su habitat, tales como la fragmentacion o la inestabilidad ambiental

(Sgro et al., 2011).

Los estudios sobre la variabilidad genética en especies de plantas en islas
oceanicas y en particular para el Archipiélago Juan Fernandez, estan restringidos
a loci neutrales, sin embargo, existe dentro de estos una proporcion de loci
denominados “potenciales loci bajo seleccion o outlier”, que son un tipo de loci
neutrales que estarian siendo influenciados indirectamente por seleccion

(mediante ligacion) (Luikart et al., 2003; Storz et al., 2005; Holderegger et al.,
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2006). Por lo tanto, la variabilidad genética mediante estos marcadores puede
ser evaluada desde dos enfoques evolutivos: neutral y adaptativo. Ambos
enfoques dan luces de diferentes procesos micro-evolutivos; aquellos que
responden a un patron de evolucion neutral como mutacion, deriva y flujo génico
(Kopp, 2010), y la seleccion natural, proceso evolutivo direccional no neutral, que
responde a la busqueda de variantes que mejoran la funcion de individuos dentro
de una poblacion (i.e. seleccion adaptativa) (Lande y Arnold, 1983; Kingsolver y
Pfenning, 2007). Al evaluar las poblaciones naturales desde estos dos enfoques,
es posible visualizar mejor los procesos micro-evolutivos de tipo neutrales que
son los que mas influyen sobre la especiacion anagenética (Stuessy et al., 2006)
y que estarian modelando la variabilidad genética de las especies que habitan en
el Archipiélago. Ademas, evaluando estos dos aspectos (neutral y adaptativo),
surgen alternativas para la conservacion, permitiendo desarrollar estrategias en

término de especies y areas (Moritz, 2002).

1.5 Marcadores moleculares (AFLP y SNP)

Entre las diferentes herramientas moleculares que existen hoy en dia para
evaluar diversidad, diferenciacion y estructura genética, el método de
polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), como un marcador
dominante, se ha utilizado para una amplia gama de especies, incluyendo
aquellas que habitan en islas oceanicas, proporcionando indices sobre la

diversidad genética y la estructura a nivel poblacional (Tremetsberger et al.,
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2003). Esta técnica es una poderosa herramienta aplicable a cualquier
organismo, sin necesidad de conocimiento previo de la secuencia y se basa en
un sistema de marcadores multilocus, reproducibles con amplificacion selectiva
por PCR (Vos et al., 1995). Las principales ventajas de los AFLP, son los altos
niveles de polimorfismo y los altos grados de capacidad discriminativa para las

especies estrechamente relacionadas (Serrato y Ramos, 2014).

El polimorfismo de nucleétido Unico (SNP), son el marcador de eleccion por
muchos genetistas para abordar patrones evolutivos (Seeb et al., 2011). Debido
a que se vinculan tanto a regiones genémicas codificantes como no codificantes,
lo cual permite caracterizar polimorfismos que puedan tener importancia
adaptativa o neutral (Morin et al., 2004). Las ventajas que tiene este marcador
molecular respecto a otros es que posee menores tasas de error, mayor
automatizacion en el proceso de toma de muestra (Olsen et al., 2011), son
abundantes, poseen baja tasa de mutacion (Morin et al., 2004) y permite la
caracterizar loci afectados por seleccion natural y estimar divergencia adaptativa

a gran escala (Everett et al., 2011).

1.6 Especie de estudio

Dentro de las especies herbaceas que habrian divergido mediante anagénesis,
particularmente en la isla Robinson Crusoe del Archipiélago de Juan Fernandez,

se encuentra la especie Dysopsis hirsuta (Mll. Arg.) Skottsb. (Euphorbiaceae),
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la cual se distribuye en parches de 1 a 3 m de extension. Esta especie se
encuentra muy asociada a especies arbdéreas como son Nothomyrcia
fernandeziana (Hook. Arn.) Kausel. (creciendo bajo dosel) y de helechos como
Arthropteris altescandens (Colla) J.Sm., especies endémicas importantes de la
vegetacion de isla Robinson Crusoe. D. hirsuta habria derivado mediante
anageénesis de su ancestro continental mas proximo D. glechomoides (A. Rich.)
Mull. Arg. distribuida en Chile y Argentina (Castro, 2018). Este género ademas
incluye una tercera especie D. paucidenta (Mull. Arg.) Lozano y Murillo distribuida

por el pacifico desde Bolivia hasta Costa Rica (Lozano y Murillo, 2001).

La especie insular D. hirsuta es una excelente modelo de planta herbacea para
estudiar los efectos de los procesos anagenéticos en la diversidad genética de
sus poblaciones. Ademas, se encuentra con serios problemas de conservacion,
categorizada en peligro critico (DS-33 MMA, 2012), debido a que en las ultimas
décadas ha estado sometida a graves efectos de la deforestacion y la invasion
de especies exoticas invasoras tales como Rubus ulmifolius Aristotelia chilensis
y Ugni molinae, principalmente por ocupacion de los espacios para
establecimiento de nuevos individuos y ademas, posibles deslizamientos de tierra

(Ricci, 2006), provocando que las poblaciones se redujeran considerablemente.

1.7 Marco de estudio
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Numerosos estudios respaldan que la especiacion anagenética seria uno de los
principales modeladores de la variabilidad genética en la flora vascular del
Archipiélago de Juan Fernandez (Crawford et al.,1993; Sang et al., 1995; Jensen
et al., 2002; Ruiz et al., 2004; Lépez-Sepulveda et al., 2013, 2015; Takayama et
al., 2015b) Estudios previos han mostrado niveles relativamente altos de
variacion genética en las poblaciones de especies insulares anagenéticamente
derivadas, (Pfosser et al., 2006; Takayama et al., 2013; Lépez-Sepulveda, et al.,
2016), no obstante, en ninguno de estos trabajos se propone estudiar cual o
cudles de los procesos micro-evolutivos estarian modelando la variabilidad
genética de la flora presente en el Archipiélago Juan Fernandez. De esta manera,
la formacion de una sola especie en anagénesis podria estar dando cuenta de
una mayor influencia de procesos neutrales, al contrario de la cladogénesis,
donde la mayor influencia estaria dada por la seleccion mediada por el proceso
de radiacion adaptativa con la formacién de un mayor niumero de especies
(L6pez-Sepulveda et al., 2016). Por tanto, debido a los antecedentes expuestos,
se generan las siguientes interrogantes: ¢ Como es la diversidad genética entre
la especie insular Dysopsis hirsuta y la continental D. glechomoides? y ¢La
especie que deriva anageneticamente es influenciada en mayor medida por

procesos de tipo neutrales?

Para poder responder estas interrogantes es necesario conocer la diversidad
genética mediante herramientas moleculares. Su uso en los ultimos 20 afos ha

permitido mejorar la comprension de la variacion genética inter e intrapoblacional,
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evidenciando los procesos micro-evolutivos que acompafan a la especiacion y
cual de ellos estaria ejerciendo mayor presion sobre las islas oceanicas. Ademas,
estas herramientas moleculares presentan una buena oportunidad para entender
como las especies evolucionan y divergen a una escala de tiempo mas acotada
en comparacion al continente (Stuessy et al., 2017). Por otra parte, este tipo de
estudios permite entregar informacion relevante respecto a conservacion, debido
a que los datos genéticos medidos en valores de diversidad que se obtendran en
este trabajo, permitirian dilucidar si existe o no una pérdida de diversidad genética
dentro de las poblaciones insulares, obteniendo un panorama general de las
poblaciones. Este trabajo propone obtener las unidades de conservacion (UC),
las cuales se definen como poblaciones de organismos que poseen alguna
caracteristica distintiva que pueda utilizarse para ayudar a dirigir los esfuerzos de
la gestion y conservacion de especies (Allendorfy Luikart, 2007; Nora et al., 2011;
Funk et al., 2012). Por ello, la delimitacion e identificacion de las UC son una
pieza clave en la planificacion para estrategias de conservacion de la variabilidad
genética y ecoldgica de la biodiversidad (Nora et al., 2011), por tanto las UC nos
permiten aplicar estrategias de conservacion dentro del archipiélago para la
especie D. hirsuta, como la restauraciéon a través de la generacion de bancos de
semilla de las poblaciones identificadas como relevantes debido a sus valores de

diversidad genética y estructuracion
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En islas oceanicas se ha encontrado que las especies originadas via procesos
anageneéticos presentan una variabilidad genética mayor o igual respecto a sus

ancestros continentales, en este trabajo se proponen las siguientes hipotesis:

HIPOTESIS 1: Siendo Dysopsis hirsuta una especie derivada anagenéticamente
presentaria una diversidad genética mayor o igual que su ancestro continental D.

glechomoides.

HIPOTESIS 2: Dado que D. hirsuta es una especie derivada anageneticamente,
los procesos que modelan la diversidad genética dentro y entre sus poblaciones

estarian mayormente influenciados por procesos neutrales

OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad genética en las especies Dysopsis hirsuta y D.

glechomoides.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la variabilidad genética neutral y selectiva mediante la identificacion

de loci outliers en ambas especies.

2. Determinar la estructura genética poblacional a nivel de especie, tanto neutral

como selectiva.
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3. Evaluar la diversidad y divergencia genética entre las especies en estudio.

4. Sugerir criterios de conservacion para las poblaciones de Dysopsis hirsuta en
base a la estructura y diversidad genética que se encuentren mas afectadas

genéticamente dentro de la isla.
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3 METODOLOGIA

3.1 Especies

El género Dysopsis Mull. Arg. se encuentra conformado por tres especies: D.
hirsuta (Mall. Arg.) Skottsb., D. glechomoides (A. Rich.) Mdll. Arg. y D.
paucidentata (Mull. Arg.) Lozano y Murillo, la primera de ellas posee una
distribucion insular, mientras que las Ultimas dos se encuentran en el continente.
El género es considerado un elemento de origen Austral-Antértico, el cual ha
migrado a lo largo de los Andes hacia el norte del continente. Esto pudo haber
ocurrido desde el Mioceno cuando la temperatura mundial descendié y al mismo
tiempo aumentaron los procesos de orogénesis de los Andes, de modo que la
vegetacion se desplazé hacia sitios mas calientes en el Ecuador (Van der
Hammen y Cleef, 1983). Son hierbas monoicas, postradas, perennes, de un
tamafio maximo de 8 cm de alto, que crecen formando parches densos que llegan
hasta los 10 m?, cubriendo el suelo de zonas himedas y sombrias. La lamina
foliar esta cubierta por pelos unicelulares de 0,8-1 mm de longitud, con forma
ovada 2-3 x 1,3-2,3 cm, obtusa a cuneada en la base; margen con 14-15
crenaciones y venacion compuesta de 4-5 pares de venas secundarias (Lozano
y Murillo, 2001). Las flores son pequefias, pediceladas y de muy dificil
observacion, de coloraciéon blanquecino-verdoso, generalmente solitarias,

unisexuales, con caliz gamosépalo, apétalas y ovario con un évulo por léculo. Su
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fruto es una capsula que presenta una dispersion de tipo balistica (balacoria) y el
polen posee una dispersion por anemofilia (Bernardello et al., 2006), ademas
presenta reproduccidn vegetativa a través de enraizamiento de los nudos (Ricci
2003). Los caracteres vegetativos que ayudan a diferenciar las especies son el
namero de crenaciones del margen foliar y el nUmero de pares de venas
secundarias, en tanto que la caracteristica reproductiva mas relevante

corresponde al numero de estambres (Lozano y Murillo, 2001).

La especie insular D. hirsuta (Mull. Arg.) Skottsb. se encuentra distribuida solo en
la isla Robinson Crusoe del Archipiélago de Juan Fernandez, encontrandose
desde las quebradas del sector Puerto Francés a la Quebrada Villagra (Ricci,
1990). Generalmente asociada a los sectores mas altos de la isla, entre los 350
y 600 m s.n.m., en suelos de bosques humedos, con hojarasca, lugares oscuros,
0 en esquinas muy sombrias donde crecen otras especies, formando carpetas en
el suelo (Skottsberg, 1922, 1952). Citolégicamente, esta especie posee un
namero cromosomico haploide n = 13 (Sanders et al., 1983). Sus hojas son
ovaladas de borde sinuoso, con catorce a quince crenaciones y cuatro pares de
venas secundarias (Skottsberg, 1952) y presenta seis estambres (Lozano y

Murillo, 2001).

La especie continental D. glechomoides se distribuye en Chile en las regiones de
Coquimbo, Valparaiso, B. O'Higgins, Biobio, Los Rios, Los Lagos y Magallanes

(Figura 1) y en Argentina en las regiones de Chubut, Neuquen, Rio Negro, Santa
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Cruz y Tierra del Fuego (Govaerts et al., 2000). Posee tres estambres, con un
namero de crenaciones que pueden variar de nueve a trece y tres pares de venas
secundarias. La otra especie continental D. paucidentata, se distribuye desde
Bolivia a Costa Rica y se diferencia de las otras dos especies por la presencia de

1-2 estambres (Lozano y Murillo, 2013).

Los resultados basados en analisis filogenéticos de tres regiones de ADN
cloroplastidial (psbA-trnH, rpl16 e YCF1) y una nuclear (ITS-2) para las especies
del género Dysopsis (Castro, 2018), indican que la especie insular D. hirsuta se
encuentra mas emparentada filogenéticamente a la especie continental D.

glechomoides, siendo esta su ancestro.

3.2 Area de estudio y poblaciones empleadas

El area de estudio comprende la isla Robinson Crusoe (Archipiélago de Juan
Fernandez) y las regiones continentales de Chile. En el territorio insular se
recolectaron un total de 321 individuos para nueve poblaciones, para la especie
continental D. glechomoides se recolectaron un total de 215 individuos para

nueve poblaciones (Tablal).

Junto con el registro de la localidad de muestreo mediante GPS, también fueron
referenciados todos los individuos recolectados. Para la especie insular, las
muestras fueron procesadas y extraido el ADN total durante el terreno realizado

en el mes de febrero del afio 2017 en Isla Robinson Crusoe.
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Figura 1. A. Mapa de distribucién de las poblaciones muestreadas de D. hirsuta en isla
Robinson Crusoe, Archipiélago de Juan Fernandez. B. Distribucion de la especie

continental D. glechomoides.
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Tabla 1: Poblaciones de las especies Dysopsis hirsuta y D. glechomoides empleadas en
marcadores SNP y AFLP con su respectiva ubicacién geografica.

Especies Cod. Pop Poblaciones AFLP  SNP Exltrr]gi\éj.os C;Oe%rgdreél?iia
5014  Mirador de Selkirk v v 25 -33,637S -78,8520

5019 Plazoleta El Yunque v v 25 -33,652S -78,8440

5022 Centinela-Rabanal 4 v 26 -33,650S -78,8080

g 5026  Salsipuedes v v 24 -33,630S -78,8440
E 5033 Rebaje La Pifia v v 25 -33,668S -78,8010
5 5041 Vaqueria v v 26 -33,618S -78,8640
5044  Puerto Inglés v v 7 -33,628S -78,8580

5046 Piedra Agujereada v v 25 -33,655S -78,8000

5050 La Campana v v 25  -33,646S -78,8570

5058 Parque Katalapi v v 16 -41,521S -72,7520

) 5145 mﬁg’a Nacional Isla Y v 24 -38,396S -73,9010
S 7 Punta Arenas v X 20 -53,155S -70,9550
£ CH  Chiloé v v 24  -43,254S -74,0650
2 ET  P.N. Magallanes v X 25  -53,143S -70,9740
= FJ  Parque Nacional Fray Jorge v v 19 -30,659S -71,6800
a PU Pucatrihue v v 25 -40,544S -73,7050
18 Cordillera de Nahuelbuta v X 17 -37,812S -73,0890

5600 Coyhaique v X 26  -45565S -71,9090

3.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN total de las muestras foliares se realizé en 20-30 individuos

por localidad mediante el kit DNeasyPlant Mini Kit (Qiagen), siguiendo las

especificaciones del fabricante. La calidad del ADN se visualiz6 en geles de

agarosa al 1% tefiido con RedGel, a 70 volts durante 30 min., la visualizacion se
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realizé a través de un transiluminador UV, corroborando la extraccion de ADN
total para proseguir a la amplificacion de ADN mediante AFLP. Para garantizar la
genotificacion mediante SNP's, se cuantificd la cantidad de ADN y su calidad

utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000.

3.4 AFLPs

Se utilizé la metodologia propuesta por Vos et al.,, (1995) y modificada por
Hasbun et al. (2012), utilizando seis combinaciones de partidores: Eco ACA/Msel
CAC, Eco ATC/Msel ACC, Eco ATA/Msel ACC, Eco ACG/MCAC, Eco

ATC/MACT y Eco ATA/MCCT. Esta metodologia consta de tres etapas:

Digestién/Ligacion. Corte y digestion del ADN gendmico con enzimas de

restricciébn y unién de adaptadores a los fragmentos digeridos. Se gener6 un
volumen total por muestras de 11 ul conteniendo: 0,25 puL de EcoRl, 0,1 pyL de
Msel, 0,05uL de BSA, 0,1pL de buffer T4y 0,025 T4 ligasa, agua estéril ultra pura
y 5,5uL de ADN. El volumen final fue incorporado en placas de 96 tubos para ser
procesadas en el termociclador con su correspondiente programa. El producto es

observado en un gel de agarosa al 1% a 70 volts durante 40 minutos.

Preselectiva. Consiste en una primera reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) que se lleva a cabo con iniciadores que corresponden a la secuencia
especifica del adaptador que se unié a los extremos digeridos mas un nucleétido

extra (A, G, C, o T) en el extremo 3’. Este proceso permite discriminar entre todos

24



los fragmentos de restriccion que se forman, y amplificar solo aquellos en donde
los iniciadores encuentren las secuencias complementarias tanto para el
adaptador como para la base adicional. Este etapa se utiliza el producto de la
digestidn-ligacion diluido en proporcion 1:5, tomando5 pL de la dilucion, 2.5 uL
de buffer 10X de PCR (200 mM Tris-HCI (pH 8.0) y 500 mMKCI), 1.5 mM MgCl2
0.10 mM dNTPs, 0.2 pmol de cebadores especificos de preselecciéon EcoRI y
Msel con un nucleoétido selectivo, 0.5 U de enzima TagPolimerasa (Invitrogen®)
y 0.8 pg/mL en un volumen final de 25uL. El programa de PCR empleado consta
de 5 minutos de desnaturalizacion a 72°C, 28 ciclos a 94°C por 30 segundos,
58°C durante 1 minuto, 72°C por 2 minutos y una extension final de 72 °C por 10

minutos. El producto de esta reaccién fue corroborado en gel de agarosa al 1.5%.

Selectiva. Esta etapa consiste en una segunda PCR la cual tiene como fin una
reduccion del numero de fragmentos amplificados en primera instancia, utilizando
cebadores especificos que contienen dos o tres bases adicionales a las que
componen los cebadores preselectivos, dependiendo de la complejidad del
genoma, por lo que s6lo se amplifica una porcion del genoma fragmentado. En
esta etapa se utilizan 2.5 pL de la preselectiva diluida (1:10), 1 pL de buffer 10X
de PCR (200 mM Tris-HCI (pH 8.0) y 500 mMKCI), 1.5mM MgCl2, 0.10mM
dNTPs, 1.5 uyM y 1 uM de cebadores especificos EcoRI/Msel (nombrados con
anterioridad) con nucleotidos selectivos y 0.5 U de Tagplatinum (Invitrogen®). El
programa para esta reaccion es: 5 minutos de desnaturalizacién a 94°C, 30 ciclos
a 94°C por 20 seg., 66°C por 60 seg., 72°C por 2 min., 60°C por 30 min. Los
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productos de PCR selectiva obtenidos fueron enviados a Macrogen Korea para
su secuenciacidon mediante electroforesis. Posteriormente los fragmentos de
ADN obtenidos de la secuenciacion fueron procesados en el software
GeneMarker ver. 1,85 (SoftGenetics LLC, PA, EE.UU.), en el cual cada uno de
los fragmentos es considerado como un caracter y la presencia o ausencia de

ellos son los estados de caréacter (0,1), expresados en una matriz final.

3.5 Tipificacion de SNP's

Se genotipificaron (SNP) 113 individuos en 14 poblaciones (detallados en Tabla
1) para las dos especies propuestas. Se utilizé el servicio provisto por el Museo
de Historia Natural y Ambiental de Shizuoka (Japén) para la construccién de las
bibliotecas de ADN gendmico. La obtencion de los SNP se realizé6 mediante la
técnica MigSequence (MIG-seq), propuesta por Suyama y Matsuki (2015), que
permite obtener mas de mil SNP's para cada individuo a partir de las muestras
recolectadas. Esta metodologia se basa en reacciones de PCR para construir
librerias reducidas pero representativas, sin utilizar el paso de digestion utilizando
enzimas de restriccibn como se usa en la técnica de ISSR (Davey y Blaxter,
2010). La técnica del MIG-seq representa una forma nueva, rapida y efectiva de
identificar SNP, su ventaja frente a las otras técnicas de NGS que utilizan
enzimas de restriccion, es que requieren de ADN genomico de alta calidad, que
son necesarios para las etapas de digestion como una condicion imperante para

la obtencién de resultados.

26



Para obtener la libreria se amplifican multiples regiones ISSR a partir de ADN
genomico mediante PCR multiplexada con primers ISSR tailed (12 PCR). Los
productos de la 12 PCR se utilizan posteriormente como plantillas para la 22 PCR
(PCR tailed). Este paso permite la adicion de secuencias complementarias para
los sitios de unidn de la celda de flujo lllumina e indices (barcodes) para cada
muestra incorporada en la 12 PCR, utilizando cebadores comunes directos e
inversos indexados. Después de determinar la concentracion aproximada de
cada producto de PCR obtenido, se combinan en concentraciones equismolares
como una libreria de mezcla Unica. Luego, la mezcla se purifica, aislando los
fragmentos que poseen un rango de tamafno de 300 a 800 pb, la concentracion
final se mide mediante PCR cuantitativa y luego se utiliza para la secuenciacion
de lllumina y la del barcode obteniendo la secuenciacion final de la libreria. Una
vez obtenido los fragmentos, fueron alineados en el software programa Stack 2.5

(http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/).

3.6 Deteccion de loci outlier en AFLP y SNP

Se identificaron los potenciales loci bajo seleccion, utlizando el programa
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005), tanto para matrices binarias dominantes
y codominantes. Este programa, tiene como objetivo identificar los posibles loci
candidatos a seleccion a partir de datos genéticos, utilizando las diferencias en
las frecuencias de los alelos entre las poblaciones. La diferencia en la frecuencia

de alelos entre este conjunto de genes comun y cada subpoblaciéon se mide
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mediante un coeficiente de FST especifico para la subpoblacion. Se consideraron
candidatos a potenciales loci bajo seleccion o también llamados outlier, a
aguellos loci con valores FST p < 0.05, dentro de la dispersion de los datos
neutrales. Esto se realizO6 tanto para los marcadores dominantes como

codominantes.

3.7 Obtenciéon de matrices Neutrales y outlier

Para obtener ambas matrices en ambos marcadores se realizaron analisis por
separado de ambas especies, es asi como en AFLP en el programa GeneMarker
se obtuvieron dos matrices tanto para D. hirsuta como para D. glechomoides. De
la misma manera en SNP se realizaron analisis en el programa Stack 2.5 por
separado de las especies considerando un criterio mas estricto (r=0,75 y p=2)
para obtener SNP significativos en cada una de las especies obteniendo como
resultado dos matrices. En cada una de ellas los loci outlier fueron extraidos de
las matrices completas obtenidas, generando de esta manera una matriz neutral
(sin valores outlier) y una matriz de datos outlier con los potenciales loci bajo
seleccion. Ambas matrices son analizadas para obtener los parametros de

diversidad y divergencia genética.

3.8 Diversidad genética

La diversidad genética se estimo utilizando el programa GenAlEx 6.51b2 (Peakall

y Smouse, 2006), mediante los valores calculados correspondientes al nUmero
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total de fragmentos, indice de diversidad de Shannon, porcentaje de bandas
polimorficos, heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada y riqueza
alélica. La variabilidad genética promedio sobre los loci, ademas del indice de
rareza se calculé con Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005). Para evaluar si
existe correlacion entre los valores en los distintos parametros de diversidad
genética, se realizaron pruebas estadisticas de Pearson y Man-Whitney en el

programa R (R Development Core Team, 2010).

3.9 Divergencia genética

Para determinar la estructura genética espacial se utiliz6 una aproximacion
basada en individuos mediante un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
basado en distancias genéticas individuales, que permite de una manera
exploratoria evaluar la presencia de mas de un pool génico (poblaciones) usando
programa GenAlEx 6.5.1b2. En segundo lugar, se usaron las distancias genéticas
individuales para un Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) (Excoffier et
al.,1992), para cuantificar los componentes jerarquicos de la varianza genética
(PhiPT y PhiPR) dentro y entre las poblaciones, utilizando el programa GenAlEx
6.5.1b2. En tercer lugar, se utilizo la asignacion individual, con el fin de determinar
el niamero de poblaciones o pool génicos (K), implementando inferencias
Bayesiana con el uso del software STRUCTURE v.2.3.2 (Pritchard et al., 2000)
utilizando el criterio de Evanno et al. (2005). Por altimo, utilizando los valores de

PhiPT y FST se realizo un analisis de aislamiento por distancia, con la prueba de
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Mantel, estimando la correlacion entre matrices de distancia genética y distancia

geografica en GenAlEx 6.5.1b2.

3.10 Tamaio efectivo poblacional (Ne)

Se estimé el tamafio efectivo contemporaneo (Ne) para medir la tasa de pérdida
de heterocigotos que se encuentra vinculado a la tasa de migracion, infiriendo la
deriva génica a través de los valores de FST (Wright, 1965). Para determinar Ne,
se cuantificd el desequilibrio de ligamiento (LD) entre alelos de loci no ligados,
gue surge Uunicamente de deriva génica en una poblacién aislada con
apareamiento al azar (Hill, 1981). Se uso el programa LDNe (Waples, 2006), el
cual asume poblaciones cerradas, apareamiento al azar y requiere solo una

muestra a diferencia del método temporal (Waples y Do, 2008).

3.11 Determinacion de Unidades de Conservacion (UC) en Isla Robinson

Crusoe.

Las unidades de conservacion son definidas como grupos de organismos que,
aislados por tiempo suficiente de otros grupos, tienen particularidades genéticas
por las que pueden ser reconocidos (Nora et al., 2011). Los valores de diversidad
genética obtenidos en esta tesis (He, Ho, |, Na, Ne, NBL, NBP), en especial el

indice de endogamia Fis obtenidos en Genepop (4.7.3) (Raymond y Rousset,
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1995; Rousset, 2008) y el tamafio poblacional efectivo (Ne) obtenidos en LDNe
(Waples, 2006) para cada poblacion, fueron utilizados para determinar unidades

de conservacion dentro de la isla Robinson Crusoe.
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4 RESULTADOS

4.1 AFLPs

Para la seleccion de partidores, se realiz6 un ensayo con 45 combinaciones de
partidores y cinco individuos de cada una de las nueve poblaciones de D. hirsuta,
seleccionandose seis combinaciones de partidores. El nimero de loci resultantes
par las seis combinaciones de partidores AFLP seleccionados fueron 407 loci
totales con 274 neutrales: Combinaciones VIC Msel-CAC/EcoRI-ACA y Msel-
CAC/EcoRI-ACG un total de 45 loci; combinaciones NED Msel-ACC/EcoRI-ATC
y Msel-ACT/EcoRI-ATC un total de 92 loci; combinaciones FAM Msel-ACC
/IEcOoRI-ATA y Msel- CCT /EcoRI-ATA un total de 137 loci. El total de potenciales
loci bajo seleccion fue de 133: combinaciones VIC Msel-CAC/EcoRI-ACA y Msel-
CAC/EcoRI-ACG un total 42; combinaciones NED Msel-ACC/EcoRI-ATC y Msel-
ACT/EcoRI-ATC un total de 32; combinaciones FAM Msel-ACC /EcoRI-ATA y

Msel- CCT /EcoRI-ATA un total de 59 (Tabla 2).

32



Tabla 2: Detalles del numero de loci obtenidos para los marcadores AFLP, en las

distintas matrices utilizadas: matriz completa que incluye las dos especies y matrices

neutrales y outliers para cada una de las especies.

Especies

D. hirsuta/D. glechomoides

D. hirsuta

D. glechomoides

Matrices

Eco ATC/MACC 71
Eco ATC/MACT 95 92 32 101

Partidores

Total

Completa

439

Neutral

274

outlier

133

Neutral | outlier

315 107

4.2 SNP

Un total de 326 individuos perteneciente a 9 poblaciones de D. hirsuta y 5

poblaciones de D. glechomoides, fueron analizados en el programa Stack ver 2.5

con los criterios relajado y estricto. Los resultados de los analisis con ambos

criterios no presentaron diferencias para ninguna de las matrices analizadas en

relacion con los valores de diversidad y estructura genética, por lo que se decidié

realizar los analisis para la obtencién de paradmetros genéticos bajo el criterio

estricto, detectando un total de: a) 2243 loci para la matriz completa, es decir

aguella que incluyo la totalidad de individuos de ambas especies, b) 855 loci para
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la especie insular y ¢) 1079 loci en la especie continental. Del total de loci
encontrados para la especie insular, se trabajo con 534 loci neutrales y 321
potenciales loci bajo, en tanto para la especie continental se obtuvieron 938 loci

neutrales y 141 potenciales loci bajo seleccion (Tabla 3).

Tabla 3: Detalles del nimero de loci obtenidos para los marcadores SNP, en matrices

utilizadas para cada una de las especies de Dysopsis analizadas.

Matriz D. hirsuta | D. glechomoides
Neutral 534 938
outlier 321 141
Total 855 1079

4.3. Diversidad genética

4.3.1 Estadisticos de diversidad genética AFLP Neutral y outlier

Los valores de riqueza alélica, heterocigosidad observada, heterocigosidad
esperada y porcentaje de loci polimorficos para las matrices neutral y outlier en
el analisis combinado de ambas especies insular y continental se presentan en
la Tabla 4. Los valores encontrados en la matriz neutral permiten dar cuenta que

la localidad Salsipuedes presenta valores de diversidad genética (Na= 1,847,
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Ne= 1,388 y He= 0,247) mayor con respecto de las poblaciones insulares y
continentales, donde los valores mas altos de diversidad genética (Na= 1,580,
Ne=1,373 y He=0,225) en el continente, son los presentados por la poblacion de
Coyhaique. En general los valores promedios, Na=1,366, Ne=1,324 y He=0,192,
en la especie continental son levemente mayores o iguales que la especie insular

Na= 1,280, Ne=1,273 y He= 0,1067 con una significancia de p>0.001.

En la matriz de potenciales loci bajo seleccién (outlier) se observa la misma
tendencia que los valores presentados en la matriz neutral. Sin embargo, en la
matriz outlier los mayores valores de diversidad obtenidos en el continente estan
representados por la localidad de Pucatrihue (Na=1,720, Ne=1,366 y He=0,227)
(Tabla 4). Los resultados muestran que los valores promedio de diversidad
genética son significativamente diferentes (p>0.0001) entre las especies D.

hirsuta y D. glechomoides, siendo levemente mayores en la especie continental.

4.3.2 Estadisticos de diversidad genética SNP Neutral y outlier

Los valores de diversidad presentados en las matrices neutrales de ambas
especies (Tabla 5) dan cuenta que D. hirsuta presenta mayores valores de
diversidad genética (Na=1,014; Ne=0,857 y He=0,089) en comparacion a la
especie continental (Na=0,949; Ne=0,822 y He=0,075) con p>0.001. Distinto al
patrén encontrado en los valores de diversidad para la matriz outlier, donde los

valores de diversidad para la especie insular (Na=1,141 Ne=0,988 He=0,112),

35



son menores que para la especie continental (Na=1,285 Ne=1,153 He= 0,193).
Los mayores valores de diversidad en la especie insular para las matrices neutral
y outlier corresponderian a la localidad de Mirador de Selkirk (He=0,142;
He=0,146). Por otra parte, en la especie continental los mayores valores estarian
representados, para las poblaciones de Katalapi en la matriz neutral (He=0,125)

y para Fray Jorge en la matriz outlier (He=0,224).

4.4. Divergencia Genética

4.4.1 Estimacion de la estructura genética Neutral para D. hirsuta y D.

glechomoides utilizando marcadores AFLP y SNP

Con la matriz completa de datos preliminares (detallada en Tabla 2), para AFLP
se realiz6 un analisis de redes basados en la estimacion del vecino més cercano
el cual separé las poblaciones en cuatro grupos, dos de ellos correspondientes a
la especie continental y otros dos conformados por poblaciones de Robinson
Crusoe (Figura 2 A). Para observar las relaciones genéticas entre la especie
continental e insular, los resultados del analisis de agrupamiento Bayesiano
realizado para determinar el nUmero de grupos genéticos, mostro cuatro grupos
o pool genéticos (k=4) (Figura 3) a los cuales se les nombro Clados (Figura 4):
(1) Clado A, constituido por las poblaciones Plazoleta el Yunque, Mirador Selkirk,

Salsipuedes, Centinela Rabanal y Puerto Inglés, que ademas incluye la zona
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continental de Coyhaique. (2) Clado B constituido por Vaqueria, Piedra
Agujereada, La Campana y Rebaje la Pifia y se relaciona con los sectores
continentales pertenecientes al Clado D. (3) Clado C, constituido por los sectores
continentales de Punta Arenas y Magallanes, los cuales se separan claramente
del resto de las poblaciones continentales y aparece en pequefa proporcion en
las poblaciones islefias de Puerto Inglés, Salsipuedes, Centinela Rabanal (Clado
A), Piedra Agujereada y La Campana (Clado B). (4) Clado D, conformado por Isla
Mocha, Fray Jorge, Nahuelbuta, Pucatrihue, Chiloe y Katalapi.Estos resultados
permiten dar cuenta que existen relaciones entre isla y continente, donde algunas
poblaciones insulares solo tienen relacion con poblaciones particulares en el

continente (Figura 4).

De la misma manera que se trabajaron los datos de AFLP se realizaron analisis
con la matriz completa de SNP, los resultados del analisis de redes basado en la
estimacion del vecino mas cercano arrojaron la existencia de dos grandes grupos
gue separan a cada una de las especies y agrupamiento bayesiano que da
cuenta de un K=2 (Figura 2B, Figura 5), es asi como se puede apreciar una gran
separacion de las poblaciones insulares y continentales, sin agrupamientos
particulares en ambas especies. Las proyecciones de los porcentajes de
asignacion para ambas especies con marcadores SNP muestran en las
poblaciones continentales un solo grupo genético marcado, siendo la poblacion
continental de Katalapi aquella que posee una parte del genotipo de laisla (Figura
6).

37



Tabla 4. Estimacion de la diversidad genética basadas en analisis de las matrices neutrales y outlier del marcador AFLP para 9 poblaciones
de Dysopsis hirsuta y 9 poblaciones de D. glechomoides; N: total de muestras analizadas; Na: numero de alelos diferentes; Ne: numero de
alelos efectivos; He: Heterocigosidad esperada; uHe Heterocigosidad observada; %P: Porcentaje de loci polimoficos y ES: Error estandar

AFLP Completa Neutral outlier

Spp Localidad COD Pop N[ Na Ne He uHe %P Na Ne He uHe %P Na Ne He uHe %P
Mirador Selkirk 5014 Popl 25|1,261 1,244 0,151 0,154 55,73%|1,157 1,214 0,132 0,135 49,64% (1,278 1,227 0,146 0,149 57,89%
Plazoleta de Yunque 5019 Pop2 25(1,271 1,268 0,164 0,167 55,73% (1,139 1,234 0,141 0,144 47,45% 1,406 1,274 0,174 0,178 65,41%
Centinella Rabanal 5022 Pop3 25|1,475 1,336 0,208 0,212 72,29% (1,369 1,315 0,194 0,198 66,42% 1,594 1,296 0,19 0,194 78,20%
% Salsipuedes 5026 Pop4 241,860 1,364 0,237 0,242 92,99% (1,847 1,388 0,247 0,253 92,34% (1,789 1,339 0,22 0,225 89,47%
E Rebaje la Pifia 5033 Pop5 241,182 1,212 0,134 0,137 53,50%|1,084 1,198 0,123 0,126 47,45% (1,459 1,219 0,146 0,149 66,17%
o Vaqueria 5041 Pop6 18]|1,166 1,232 0,143 0,147 51,59%|1,069 1,21 0,128 0,131 45,26% (1,406 1,278 0,175 0,18 63,91%
Puerto Inglés 5044 Pop7 7 |1,236 1,354 0,206 0,222 58,60% | 1,164 1,346 0,200 0,215 54,74% (1,263 1,308 0,186 0,200 60,90%
Piedra Agujereada 5046 Pop8 251,334 1,282 0,173 0,177 64,65% (1,259 1,29 0,174 0,178 60,58%|1,579 1,288 0,186 0,19 76,69%
La campana 5050 Pop9 241,494 1,269 0,168 0,172 71,66%|1,431 1,257 0,160 0,163 67,52% 1,602 1,323 0,199 0,203 78,20%
Promedio 1,280 1,273 0,167 0,171 59,04% (1,486 1,283 0,180 0,185 70,76%

ES 0,018 0,007 0,004 0,004 5,00% |0,024 0,009 0,005 0,005 3,45%
Nahuelbuta 18 Popl0 16(1,554 1,410 0,242 0,250 75,80% 1,480 1,388 0,229 0,236 72,33% (1,523 1,362 0,215 0,222 71,96%
” Coyhaique 5600 Popll 201,637 1,378 0,229 0,235 79,30% (1,580 1,373 0,225 0,231 76,67% (1,570 1,295 0,184 0,188 74,77%
g Isla Mocha 5145 Popl2 221,468 1,311 0,189 0,194 72,61% 1,467 1,314 0,190 0,195 72,67% (1,374 1,277 0,173 0,177 66,36%
g Punta Arenas 7 Popl3 20(1,169 1,294 0,172 0,176 57,64% (1,070 1,266 0,156 0,160 52,67%|1,402 1,374 0,217 0,222 69,16%
2 Chiloé CH Popl4 23|1,548 1,349 0,208 0,213 75,16% 1,487 1,334 0,198 0,202 72,33% (1,664 1,342 0,212 0,216 79,44%
§ P.N. Magallanes ET Popl5 25|1,277 1,286 0,172 0,175 63,06% (1,237 1,272 0,163 0,167 61,33% (1,355 1,294 0,178 0,182 66,36%
g Fray Jorge FJ Popl6 19(1,277 1,303 0,177 0,182 60,51% 1,217 1,298 0,172 0,177 58,00% [1,243 1,262 0,159 0,163 57,01%
Pucatrihue PU Popl7 24(1,573 1,359 0,216 0,221 76,75% (1,513 1,345 0,205 0,210 74,00%|1,720 1,363 0,227 0,232 84,11%
Katalapi 5058 Popl8 16|1,277 1,322 0,187 0,193 63,06%|1,243 1,325 0,188 0,194 61,67%|1,168 1,285 0,166 0,171 55,14%
Promedio 1,392 1,310 0,188 0,193 66,70% (1,366 1,324 0,192 0,197 66,85%|1,447 1,317 0,192 0,197 69,37%

ES 0,012 0,005 0,002 0,003 2,59% 0,018 0,007 0,004 0,004 2,83% |0,028 0,011 0,006 0,006 3,18%

Tabla 5. Estimacién de la diversidad genética basadas en andlisis de las matrices neutrales y outlier del marcador SNP para 9 poblaciones
de Dysopsis hirsuta y 5 poblaciones de D. glechomoides; N: total de muestras analizadas; Na: niumero de alelos diferentes; Ne: numero de
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alelos efectivos; Ho: Heterocigocidad observada; He: Heterocigosidad esperada; uHe: Heterocigosidad esperada imparcial; Fis: indice de
fijacion; %P: Porcentaje de Loci polimérficos; ES: Error estandar

SNP Neutral outlier

Spp Localidad COoD Pop N Na Ne Ho He uHe Fis %P Na Ne Ho He uHe Fis %P
M. de Selkirk 5014 Popl 161,423 1,138 0,114 0,142 0,147 0,220 51,87% (1,414 1,177 0,177 0,146 0,151 -0,064 48,91%
P. el Yunque 5019 Pop2 16|1,361 1,080 0,112 0,135 0,140 0,216 50,56% | 1,405 1,156 0,186 0,145 0,149 -0,091 49,84%
C. Rabanal 5022 Pop3 16( 1,169 1,001 0,095 0,101 0,105 0,101 33,90% | 1,249 1,087 0,169 0,112 0,116 -0,274 36,45%
Salsipuedes 5026 Pop4 16( 1,178 0,960 0,094 0,096 0,099 0,093 37,27% |1,327 1,083 0,183 0,127 0,131 -0,160 46,42%
g R. la Pifia 5033 Pop5 7 (0,736 0,645 0,044 0,054 0,059 0,156 17,79% |0,922 0,828 0,131 0,094 0,102 -0,274 26,17%
2 Vaqueria 5041 Pop6 9 (0,972 0,858 0,068 0,077 0,082 0,155 24,16% |1,072 0,952 0,156 0,108 0,116 -0,284 31,15%
g Puerto Inglés 5044 Pop7 5 (0,629 0,598 0,052 0,043 0,049 -0,156 10,86% |0,863 0,835 0,128 0,076 0,087 -0,611 17,13%
P. Agujereada 5046 Pop8 14(0,938 0,808 0,086 0,096 0,100 0,135 29,40% | 1,090 0,930 0,154 0,107 0,111 -0,238 34,89%
La Campana 5050 Pop9 14(0,721 0,625 0,061 0,060 0,062 0,035 19,66% |0,928 0,841 0,142 0,096 0,100 -0,335 26,17%
Promedio 1,014 0,857 0,081 0,089 0,094 0,140 30,61% |1,141 0,988 0,158 0,112 0,118 -0,216 35,24%
ES 0,011 0,009 0,003 0,002 0,002 0,009 4,75% |0,014 0,011 0,006 0,003 0,004 0,012 3,79%
Fray Jorge FJ Popl0 8 1,083 0,912 0,076 0,056 0,060 -0,206 2527% |1,567 1,389 0,398 0,224 0,245 -0,642 54,61%
a3 Katalapi 5058 Popll 6 |1,086 0,926 0,241 0,125 0,143 -0,107 36,78% | 1,163 1,030 0,296 0,185 0,206 -0,511 44,68%
'.é Isla Mocha 5145 Popl2 8 |1,098 0,949 0,133 0,113 0,122 -0,138 34,01% | 1,163 1,041 0,289 0,180 0,195 -0,503 43,26%
2 Chiloé CH Popl3 6 (0,799 0,713 0,065 0,046 0,052 -0,294 15,78% | 1,397 1,278 0,378 0,213 0,236 -0,697 46,81%
% Putrapihue P Popl4 50,678 0,611 0,048 0,036 0,041 -0,241 12,15% | 1,135 1,027 0,296 0,165 0,187 -0,687 39,01%
a Promedio 0,949 0,822 0,093 0,075 0,084 -0,173 24,80% (1,285 1,153 0,331 0,193 0,214 -0,609 45,67%
ES 0,011 0,009 0,003 0,002 0,002 0,006 485% |0,033 0,029 0,016 0,009 0,010 0,016 257%
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Figura 2. Estimacion de las relaciones genéticas entre poblaciones de D. hirsuta (D.h) y D. glechomoides (D.g) en base a andlisis de
agrupamiento de redes de vecino mas cercano con marcador AFLP (A) y SNP (B).
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Structure AFLP Dysopsis K=4
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Figura 3. Graéfico de barras de los porcentajes de asignacion de los individuos para la matriz completa (Neutral) para D. hirsuta y
D. glechomoides
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Figura 4. Porcentajes de asignacion obtenidos en el andlisis de estructura genética y constitucion de clados inter especies para
marcadores AFLP en D. hirsuta y D. glechomoides.
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Structure SNP Dysopsis K=2
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Figura 5. Gréfico de barras de los porcentajes de asignacion de los individuos para la matriz completa (Neutral) para D. hirsuta y
D. glechomoides.
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4.4.2 Estimacion de la estructura genética basada en individuos con marcadores

AFLP SNP para las matrices Neutral y outlier

El PCoA basado en distancias genéticas entre individuos (Figura 7), evidencia
claramente el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones. Se puede
observar que para las matrices de AFLP (neutral y outliers) se forman tres nubes de
puntos, dentro de las Figuras 7Ay 7B en el cuadrante superior derecho se aprecia una
nube de puntos que incluye a las poblaciones de Mirador Selkirk, Plazoleta el Yunque,
Centinela Rabanal, y Puerto Inglés en color amarillo, poblaciones que pertenecen al
lado Oeste de la isla y en las cuales no se puede observar una diferenciacion clara
excepto por Salsipuedes en color morado, que se localiza en el cuadrante inferior
derecho de estas figuras. La segunda nube de punto que corresponde al cuadrante
superior izquierdo encontramos las poblaciones Rebaje de la Pifia, Vaqueria, Piedra
Agujereada y La Campana en color rosa, que corresponden al lado este de la isla,
excepto Vaqueria, poblacion que geograficamente queda en el extremo mas oeste de

la isla.

Contrario a lo observado en AFLP, los marcadores SNP para la matriz neutral genera
una nube de dispersién de puntos que abarcan los cuatro cuadrantes (Figuras 7 C), en
ellos se puede apreciar una clara diferenciacion entre las poblaciones, en cambio la
matriz outlier presenta una dispersion de puntos mas agrupada, indicando dos

cuadrantes. Para el cuadrante superior derecho se encuentran las poblaciones Rebaje
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la Pifia, Vaqueria, Puerto Inglés, Piedra Agujereada y en el extremo superior izquierdo

La Campana en color verde (Figura 7 D).

La distribucion de la variacion genética entre/dentro de las poblaciones fue examinada
mediante AMOVA para la especie insular, tanto neutral como outlier (Tablas 6 y 7). Se
observa que el mayor porcentaje de variacion en los marcadores AFLP es explicada
por diferencias dentro de las poblaciones con un 69%, FST=0.308 (p>=0.001) en la
matriz neutral (Figura 8A) y 61%, FST=0.588 (p>=0.001) la matriz outlier (Figura 8B).
Por el contrario, en los marcadores de SNP la mayor varianza molecular se explica
entre las poblaciones con un 59%, FST= 0.308 (p>=0.001) en la matriz neutral (Figura

9A) y un 55% FST= 0.393 (p>=0.001) en la matriz outlier (Figura 9B).
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Figura 7. Graficos PCoA para las matrices neutral y outlier de la especie D. hirsuta. (A): Matriz neutral con marcador AFLP; (B) Matriz
outlier con marcador AFLP; (C): Matriz neutral con marcador SNP; (D) Matriz outlier con marcador SNP.
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A AFLP AMOVA D.HIRSUTA B AFLP AMOVA D.HIRSUTA
NEUTRAL OUTLIER

= Among Pops Within Pops = Among Pops Within Pops

31% 39%

61%

69%

Figura 8. Gréficos de la distribucion de la varianza molecular para la especie D. hirsuta con marcador AFLP. A: distribucion
de la varianza molecular entre poblaciones 69% y dentro de poblaciones 31%. B: distribuciébn de la varianza molecular entre
poblaciones 61% y dentro de poblaciones 39%.

A SNP AMOVA D. HIRSUTA B SNP AMOVA D HIRSUTA
NEUTRAL OUTLIER
= Among Pops Within Pops = Among Pops Within Pops
o,
41% 45%

59% 55%

Figura 9. Gréficos de la distribucion de la varianza molecular para la especie D. hirsuta con marcador SNP. A: distribucion
de la varianza molecular entre poblaciones 59% y dentro de poblaciones 41%. B: distribucion de la varianza molecular entre
poblaciones 55% y dentro de poblaciones 45%.
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Tabla 6. Resumen de los analisis de varianza molecular (AMOVA) para la especie D. hirsuta con
marcador AFLP para matrices neutrales y outlier analizados mediante GENALEX 6.5. df: grados
de libertad; SS: suma de cuadrados; CV: componentes de la varianza; VE: Variacion estandar; %:
variancia total que contribuye entre /dentro de las poblaciones (para cada especie)

D. hirsuta AFLP df SS Ccv VE %
Neutral

Entre pop 8 2102,849 262,856 10,975 31%
Dentro pop 188 4633,689 24,647 24,647 69%
Total 196 6736,538 35,622 100%
outlier

Entre pop 8 1780,532 222,567 9,573 39%
Dentro pop 188 2778,716 14,780 14,780 61%
Total 196 4559,249 24,353 100%

Tabla 7. Resumen de los andlisis de varianza molecular (AMOVA) para la especie D. hirsuta con
marcador SNP para matrices neutrales y outlier analizados mediante GENALEX 6.5. df: grados de
libertad; SS: suma de cuadrados; CV: componentes de la variancia; VE: Variaciéon estandar; %:
variancia total que contribuye entre /dentro de las poblaciones (para cada especie)

D. hirsuta SNP df SS Ccv VE. %
Neutral

Entre pop 8 25858,379  3232,297 246,970 59%
Dentro pop 104 17996,081 173,039 173,039 41%
Total 112 43854,460 420,009 100%
outlier

Entre pop 8 10965,252  1370,656 103,885 55%
Dentro pop 104 8716,447 83,812 83,812 45%
Total 112 19681,699 187,697 100%
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Los analisis de inferencias Bayesiana utilizando el método de Evanno para estimar el
namero de pool génicos sugieren que existen varios valores de K para las distintas
matrices examinadas. En el marcador AFLP para la matriz neutral se observa que el
valor optimo de segun los valores obtenidos de A K, (Evanno et al., 2005) es un K=4
(Tabla 8, Figura 10), donde existen dos grandes poos génicos que incluyen las
poblaciones de Mirador Selkirk, Plazoleta el Yunque, Centinela Rabanal, representado
en los graficos de barra por el color amarillo, Cluster 1 (Figura 10A). El siguiente pool
génico con mayor numero de individuos es el Cluster 2 representado en los gréaficos de
barra por el color verde, este grupo se constituye por las poblaciones Rebaje la Pifia,
Vaqueria, Piedra Agujereada y La Campana (Figura 10A). Los otros dos pools génicos
corresponden al Cluster 3y 4 en sumayoria a la poblacion Salsipuedes, diferenciandola
como una identidad genética Unica, sin embargo, también posee genotipos de los otros
cuatro grupos genéticos (Figura 10 A). Contrario a la matriz de loci neutrales, la matriz
de loci outlier presenta un valor de A K=2, por lo que sélo existen dos grandes
poblaciones genéticas, ademas se observa que la poblacion de Puerto Inglés
presentaria mayor concordancia con el Cluster 1 con un porcentaje de asignacion a
este del 98,1% (Tabla 8, Figura 10 B). Los resultados de la matriz de loci neutrales con
marcador SNP (Figura 10 C) muestran seis grupos genéticos k=6, contrario a lo que
muestra la matriz de loci outlier donde A K=3. Es asi como las poblaciones de Mirador
Selkirk con Plazoleta el Yunque constituyen el Cluster 1, La Campana y Pto. Inglés el
Cluster 2, Rebaje la Pifla y Vaqueria Cluster 3, por otra parte, Piedra Agujereada,
Centinela Rabanal y Salsipuedes constituyen por si solos grupos genéticos particulares
(Tabla 9, Figura 10 D), cabe destacar que el grupo genético de La Campana comparte

los genotipos con la mayoria de los pools génicos encontrados. Los pools génicos
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encontrados para la matriz outlier en SNP presenta un patrén concordante con el

Cluster 1 de la matriz neutral, el Cluster 3 agrupa la mayoria de las poblaciones que en

la matriz neutral poseian el genotipo de La Campana

Tabla 8. Porcentajes de asignacion de grupos genéticos obtenidos en STRUCTURE para
marcadores AFLP en ambas matrices neutral y outlier para la especie D. hirsuta

% Asignacion AFLP NEUTRAL OUTLIER
Localidad Cluster 2 Cluster 1 Cluster 3 Cluster 4 | Cluster 1 Cluster 2

Mirador Selkirk 97,2 1,6 0,1 1,1 99,8 0,2
Plazoleta de Yunque | 989 0,7 0,1 0,2 99,5 0,5
Centinela Rabanal 92,5 0,9 0,2 6,4 97,4 2,6
Salsipuedes 23,3 2 42,5 32,2 62,5 37,5
Rebaje la Pifia 0,4 98,5 0,3 0,8 0,8 99,2
Vaqueria 0,2 97,7 0,1 2 0,5 99,5
Puerto Inglés 74,4 6,1 0,5 19 94,9 51
Piedra Agujereada 0,3 92,1 0,3 7,3 1,9 98,1
La Campana 3,2 89,5 2,8 4,5 5,5 94,5

Tabla 9. Porcentajes de asignacion de grupos genéticos obtenidos en STRUCTURE para
marcadores SNP en ambas matrices neutral y outlier para la especie D. hirsuta

% Asignacion SNP NEUTRAL OUTLIER
Localidad Cluster Cluster | Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster
1 2 1 2 3 4 5 6
Mirador Selkirk 99,2 0,8 0,2 0,4 95,9 0,6 0,7 2,3
Plazoleta de 988 1.2 0,1 1,9 3,6 1,8 1,1 91,5
Yunque
Centinela Rabanal 92,4 7,6 6,3 0,1 1 1,4 91,1 0,1
Salsipuedes 93,9 6,1 0,6 97,5 0,1 1 0,7 0,1
Rebaje la Pina 41,5 58,5 14,2 0,1 0 85,5 0,1 0
Vaquerfa 74 26 11,7 0,3 5 57,7 14 11,3
Puerto Inglés 13,7 86,3 20 0,2 12,1 67,5 0,1 0,1
Piedra Agujereada 43,2 56,8 3,6 0 0,9 94,6 0,8 0,1
La Campana 0,1 99,9 4,7 0,1 0 95,2 0 0
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Figura 10. Barplots de asignacién de grupos genéticos para las matrices neutrales y outlier en
marcadores AFLP y SNP en la especie D. hirsuta. A: Barplot matriz neutral con marcador AFLP;
B: Barplot matriz outlier con marcador AFLP; C: Barplot matriz neutral con marcador AFLP; D:

Barplot matriz outlier con marcador SNP.
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El calculo de la distancia genética entre poblaciones se presentaenla Tabla10y 11y
se representan de manera grafica en la Figura 11 en la cual se muestran las matrices
de distancias genéticas FST para las matrices de AFLP. Se aprecia en la matriz neutral
que la mayor distancia genética se encontré6 entre la poblacion de Salsipuedes y
Vaqueria con FST=0,202 (Tabla 10). Para la matriz outlier de AFLP los valores mas
altos de distancia genética se encuentran entre las poblaciones de Mirador Selkirk,
Plazoleta el Yunque y Centinela Rabanal con Rebaje la Pifia y Vaqueria (Tabla 11), lo

cual coincide con los resultados de estructura genética.

Los valores FST para las matrices de marcador SNP presentan valores de que van
desde FST=0.2 hasta maximos de FST=0.9 (Tabla 12 y 13), lo que indica que existe
una alta diferenciacion entre las poblaciones. El comportamiento de FST en la matriz
neutral indica que la poblacion La Campana presenta los mayores valores con todos
los pares de poblaciones, en tanto los menores valores se presentan para a las

poblaciones de Mirador Selkirk y Plazoleta el Yunque.

En la evaluacion de aislamiento por distancia entre pares de poblaciones, la prueba de
Mantel realizado para las matrices de ambos marcadores arroj6 que no existe
correlacion entre los valores de FST versus la distancia geografica (Figura 12). En este
andlisis se obtiene para el marcador AFLP en la matriz neutral un r?= 0,0005 con un p
= 0,580 y outlier r>= 0,0034 con un p = 0,373. En el caso de los marcadores SNP en la
matriz neutral se obtiene un r>= 0,0113 con un p = 0,250 y para la matriz outlier un r=
0,027 con un p =0,270. Estos resultados sugieren que la especie estudiada no presenta

aislamiento por distancia bajo estos loci y marcador.
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Tabla 10: Valores de distancia genética (FST) entre pares de poblaciones para la matriz de AFLP neutral para D. hirsuta.

M.Selkirk P. el Yunque C.Rabanal Salsipuedes R.laPifia Vaqueria P.Inglés P. Agujereada La Campana Poblaciones
0,000 M.Selkirk
*0,023 0,000 P. el Yunque
0,034 *0,030 0,000 C.Rabanal
0,178 0,182 0,109 0,000 Salsipuedes
0,110 0,121 0,105 0,190 0,000 R. la Pifia
0,127 0,140 0,118 0,202* 0,032 0,000 Vaqueria
0,061 0,059 0,038 0,104 0,098 0,115 0,000 P. Inglés
0,109 0,122 0,091 0,136 0,019* 0,036 0,084 0,000 P. Agujereada
0,107 0,115 0,098 0,148 0,032 0,054 0,082 0,033 0,000 La Campana

Tabla 11: Valores de distancia genética (FST) entre pares de poblaciones para la matriz de AFLP outlier para D. hirsuta.

M.Selkirk P. el Yunque C.Rabanal Salsipuedes R.laPifia Vaqueria P.Inglés P.Agujereada La Campana | Poblaciones
0,000 M.Selkirk
0,017+ 0,000 P. el Yunque
0,031 0,026 0,000 C.Rabanal
0,133 0,118 0,079 0,000 Salsipuedes
0,337* 0,323* 0,271 0,181 0,000 R. la Pifia
0,369* 0,351* 0,294 0,192 0,023* 0,000 Vaqueria
0,069 0,056 0,025 0,067 0,231 0,252 0,000 P. Inglés
0,291 0,276 0,216 0,127 0,024 0,027 0,179 0,000 P. Agujereada
0,268 0,246 0,197 0,113 0,044 0,048 0,164 0,038 0,000 La Campana
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Tabla 12: Valores de distancia genética (FST) entre pares de poblaciones para la matriz de SNP neutral para D. hirsuta.

M.Selkirk P. el Yunque C.Rabanal Salsipuedes R.laPifia Vaqueria P.Inglés P. Agujereada La Campana Poblaciones
0,000 M.Selkirk
0,240* 0,000 P. el Yunque
0,343 0,365 0,000 C.Rabanal
0,364 0,377 0,474 0,000 Salsipuedes
0,591 0,577 0,661 0,680 0,000 R. la Pifia
0,431 0,423 0,542 0,558 0,683 0,000 Vaqueria
0,637 0,636 0,746 0,734 0,829* 0,778 0,000 P. Inglés
0,507 0,494 0,581 0,572 0,696 0,618 0,765 0,000 P. Agujereada
0,636 0,631 0,714 0,709 0,805* 0,736 0,790 0,722 0,000 La Campana

Tabla 13: Valores de distancia genética (FST) entre pares de poblaciones para la matriz de SNP outlier para D. hirsuta.

M.Selkirk P. el Yunque C.Rabanal Salsipuedes R.laPifia Vaqueria P.Inglés P. Agujereada La Campana | Poblaciones
0,000 M.Selkirk
*0,202 0,000 P. el Yunque
0,261 0,286 0,000 C.Rabanal
0,271 0,264 0,302 0,000 Salsipuedes
0,463 0,445 0,505 0,471 0,000 R. la Pifia
0,390 0,365 0,420 0,408 0,555 0,000 Vaqueria
0,477 0,462 0,538 0,488 0,626* 0,605* 0,000 P. Inglés
0,407 0,376 0,420 0,399 0,514 0,484 0,553 0,000 P. Agujereada
0,486 0,451 0,496 0,457 0,574 0,561 0,631 0,516 0,000 La Campana
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Figura 11. Gréficos de la distancia genética entre pares de poblaciones para los marcadores
AFLP y SNP en matrices neutrales y outlier para la especie D. hirsuta. A: matriz neutral con
marcador AFLP; B: matriz outlier con marcador AFLP; C: matriz neutral con marcador AFLP; D:

matriz outlier con marcador SNP.
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Figura 12. Modelo de regresion obtenido a partir del Test de Mantel para la especie D. hirsuta en las matrices neutrales y outlier para
cada marcador AFLP y SNP. Eje Y: Distancia geogréfica. Eje X: Distancia genética. A: matriz neutral con marcador AFLP; B: matriz
outlier con marcador AFLP; C: matriz neutral con marcador AFLP; D: matriz outlier con marcador SNP.
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El andlisis de los arboles de redes basados en la estimacion del vecino mas cercano
para la especie D. hirsuta para marcadores AFLP utilizando la matriz neutral y outlier
(Figura 13 y 14) muestra una separacion de las poblaciones en tres grupos, separando
a Salsipuedes como una sola gran poblacion, segundo conformado por las poblaciones
Mirador Selkirk, Plazoleta el Yunque, Centinela Rabanal y Puerto Inglés y el tercero
conformado por Rebaje la Pifia, Vaqueria, Piedra Agujereada y La Campana. Por el
contrario, SNP tanto para las matrices neutral y outlier presentaria diferenciacion entre
todas las poblaciones (Figura 15 y 16), pero destacando siempre en ambas matrices la

separacion de Salsipuedes como una poblacién particular.
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Figura 13. Arbol de redes basado en la estimacion del vecino mas cercano de las
poblaciones de Dysopsis hirsuta obtenidas mediante la matriz neutral de AFLP.
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Figura 14. Arbol de redes basado en la estimacion del vecino méas cercano con las de
las poblaciones de Dysopsis hirsuta obtenidas mediante la matriz outlier de AFLP.
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Figura 15. Arbol de redes basados en la estimaciéon del vecino méas cercano de las
poblaciones de Dysopsis hirsuta obtenidas mediante la matriz neutral de SNP.
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Figura 16. Arbol de redes basado en la estimacion del vecino mas cercano de las
poblaciones de Dysopsis hirsuta obtenidos mediante la matriz outlier de SNP.

4.5 Tamaio efectivo poblacional (Ne)

Los valores de tamario efectivo poblacional (Ne) y su respectivo intervalo de confianza
(IC) obtenidos a través del programa LDNe permitieron inferir la deriva génica en las
poblaciones dentro de la isla. Los valores promedio presentados por las poblaciones
oscilan entre 5,7 para Mirador Selkirk y 0,4 en Piedra Agujereada (Figura 17). Dentro
de la isla los menores valores de Ne estan representados para las poblaciones
Salsipuedes, Piedra Agujereada y La Campana las cuales presentan diferencias
estadisticamente significativas en base al test de Mann-Whitney aplicado (p=0.042), lo

cual indican que estarian siendo sometidas a deriva génica.
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Figura 17. Tamarfo efectivo poblacional (Ne) con su respectivo intervalo de confianza

(barra de error) en la Isla Robinson Crusoe en la especie D. hirsuta.

4.6. Unidades de Conservacion Genética en isla Robinson Crusoe

Los parametros genéticos evaluados en la matriz neutral para los marcadores AFLP
muestran a las poblaciones de Salsipuedes, Centinela Rabanal y Rebaje de la Pifia
como aquellas que registran los valores mas altos en la mayoria de los indices. En tanto
los resultados obtenidos en la matriz outliers de AFLP sefalan a las poblaciones de
Salsipuedes y Rebaje de la Pifia como aquellas que presentan los mayores valores en
los distintos indices evaluados (Tabla 14). Para la matriz de SNP se observan que las
poblaciones de Mirador Selkirk y Plazoleta del Yunque son las que registran los

mayores valores en todos los indices de diversidad genética, tanto en la matriz neutral
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como outliers, destacando ademas la poblacion de Salsipuedes que presenta altos

valores en el numero de alelos privados (NPA) en la matriz outliers.
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Tabla 14. Valores de diversidad genética para marcadores AFLP y SNP en matrices Neutrales y outlier para la especie D.
hirsuta. N: Numero de individuos; I: indice de Shannon; NBF: Numero de bandas frecuentes; NBP: Numero de bandas
privadas; NBLC: Numero de bandas poco comunes; NAP: n° de alelos privados; NALC: n° de alelos poco comunes. ES:
error estandar.

AFLP SNP
COD Pop N | No. Bandas NBSE/:: NBP (:lszlégz)) (:l:BSI(‘)g/:O) N I NAP (l\l:%;,) (<N:Pél(_)g/30)
M. Selkirk Popl | 25 0,207 181 162 2 18 16 0,221 0,067 0,184 0,410
P. Yunque Pop2 | 25 0,216 182 164 2 22 16 0,211 0,051 0,144 0,343
C. Rabanal Pop3 [ 25 0,3 193 173 3 5 24 16 0,154 0,045 0,109 0,258
§ Salsipuedes Popd | 24 0,39 253 231 15 9 44 16 0,151 0,051 0,071 0,260
é P. Inglés Pop9 | 24 0,193 167 142 2 1 15 0,084 0,017 0,039 0,125
g Vagqueria Pop5 | 18 0,197 169 169 0 2 21 0,117 0,024 0,067 0,159
2 [La Campana Pop6 | 7 0,297 169 169 0 2 17 0,063 0,017 0,013 0,066
g P. Agujereada Pop8 | 25 0,267 179 152 1 1 21 14 0,146 0,011 0,067 0,193
R. la Pifia Pop7 | 24 0,253 207 165 0 8 31 14 0,092 0,022 0,024 0,109
Promedio 0,258 189 170 2 4 24 0,138 0,034 0,080 0,214
ES 0,005 - - - - - 0,055 0,020 0,056 0,114
M. Selkirk Popl | 25 0,233 93 82 0 2 5 16 0,222 0,081 0,112 0,336
P. Yunque Pop2 | 25 0,275 100 89 0 1 6 16 0,221 0,078 0,128 0,296
C. Rabanal Pop3 | 25 0,304 108 93 0 1 7 16 0,167 0,044 0,056 0,193
& |salsipuedes Pop4 | 24 0,354 119 111 1 1 7 16 0,195 0,118 0,050 0,193
% P. Inglés Pop9 | 24 0,237 106 89 0 1 8 0,139 0,028 0,031 0,056
g Vaqueria Pop5 | 18 0,274 102 102 0 1 7 0,161 0,025 0,056 0,137
2 1La Campana Pop6 | 7 0,286 87 87 1 1 2 0,108 0,009 0,003 0,031
E P. Agujereada Pop8 | 25 0,298 108 94 0 1 8 14 0,162 0,053 0,037 0,097
R. la Pifia Pop7 | 24 0,313 109 94 0 2 9 14 0,141 0,006 0,028 0,065
Promedio 0,286 103,6 93,4 0,2 1.2 6,6 0,169 0,049 0,056 0,156
ES 0,007 - - - - - 0,038 0,037 0,040 0,108
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5 DISCUSION

La evolucién y divergencia de las plantas en islas oceanicas se debe a procesos de
especiacion dentro de los cuales se encuentran cladogénesis y anagénesis. En el
Archipiélago de Juan Fernandez la anagénesis es la responsable de la divergencia y
evolucion de la mayor parte de su flora endémica. Una de las especies que habria
evolucionado a través de este proceso de especiacion es D. hirsuta, concordando
ademas con estudios de parentescos realizados en otras especies de plantas
(Bernardello y Anderson, 2018) que confirman, ademas, que existe una mayor relacion
entre los individuos del Archipiélago de Juan Fernandez con especies continentales de

Chile que el resto de Sudamérica.

Respecto de la primera hipotesis planteada en este estudio, el analisis de los resultados
indica que la especie D. hirsuta posee una variabilidad genética menor a su ancestro
continental D. glechomoides en los valores de loci neutrales y outlier para ambos
marcadores moleculares, y en particular en los valores presentados por la
heterocigosidad. Estos resultados no concuerdan con la mayoria de patrones
observados en especies de plantas estudiadas a la fecha y que habrian divergido
mediante este modo de especiacion en islas océanicas, donde se observa que los
valores de diversidad genética mayores o iguales a su ancestro continental (Pfosser et
al., 2006 Takayama et al., 2013; Takayama et al., 2015b), sin embargo otros trabajos
como los realizados por Lopez-Sepulveda et al. (2016) y Yang et al. (2019) muestran
resultados similares con esta tesis, es decir valores promedio de diversidad genética

menorea en la especie insular en relacion a la especie parental continental, por lo cual
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se sugieren que cada caso de estudio debe ser tratado por si solo debido a los muchos
factores que pueden afectar la diversidad genética en las plantas de las islas, como

hibridacién, reduccion de habitat o modos de reproduccion (Stuessy et al., 2014).

Al analizar la estructura genética de las especies D. hirsuta y D. glechomoides, con
marcadores AFLP se aprecia una estructuracién genética dentro de ambas especies,
observando dos genotipos para la especie insular y dos genotipos para la especie
continental. Muy contrario a lo presentado por los marcadores SNP donde no existe
separacion de grupos dentro de las especies, pudiendo observar dos genotipos uno
presente en las poblaciones de D. hirsuta y el otro en las poblaciones de D.
glechomoides. Si bien pareciese existir una incongruencia entre los resultados de los
marcadores AFLP y SNP, esto podria radicar en la cantidad de poblaciones incluidas
en los marcadores SNP los cuales excluyeron a las poblaciones de Nahuelbuta,
Coyhaique, Punta Arenas y P.N. Magallanes, poblaciones que en los marcadores AFLP
conforman clados distintos, concordando con estudios donde estos sectores poseen
genotipos unicos, debido a que estas zonas son consideradas como refugios glaciares

del cuaternario (Sérsic et al., 2011).

En relacién con la influencia de los distintos procesos micro-evolutivos sobre la
diversidad genética de D. hirsuta, que se plantean para la hipétesis I, los resultados de
FST y estructura muestran que existe flujo génico histérico entre las poblaciones
pertenecientes a un mismo clado genético en la isla (Clado 2), ya que las poblaciones
gue conforman este clado, la mayoria no poseen conexiones geograficas cercanas,
este es el caso de La Campana. Se observa ademas la presencia del efecto deriva en

las poblaciones de Salsipuedes, Piedra Agujereada y La Campana. En tanto la
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presencia de un alto numero de potenciales loci bajo seleccién obtenidos en ambos
marcadores muestra que no se puede descartar procesos de seleccién actuando sobre
las poblaciones de D. hirsuta en Robinson Crusoe. Sin embargo, el flujo génico logra
equilibrar el efecto de la deriva y la seleccion, en la mayoria de las poblaciones de D.
hirsuta, por lo que no se rechaza la hipotesis Il, ya que los procesos micro-evolutivos
neutrales tienen un mayor efecto sobre la diversidad genética de las poblaciones de

esta especie.

Los resultados entregan valiosa informacion para la elaboracion de futuros planes de
manejo de D. hirsuta en la isla Robinson Crusoe. El estado genético particular de cada
una de poblaciones de D. hirsuta considerando los valores de diversidad y estructura
genética entregan datos sobre parametros genéticos como los altos valores de riqueza
genética que posee Puerto Inglés, pese a que en terreno presenta una severa
degradacion, ademas esta poblacién muestra los valores mas altos de tamafio efectivo
poblacional. Otro ejemplo son los bajos valores de Ne de las poblaciones de La
Campana, Piedra Agujereada y Salsipuedes, esta ultima con caracteristica particulares
como altos valores de diversidad genética, lo que indica que esta poblacion podria estar

siendo sometida a procesos de deriva génica.

5.1 Diversidad y estructura genética

Para ambos marcadores los valores de diversidad genética de los distintos parametros
los valores promedio son levemente mayores Yy significativos en la especie parental D.

glechomoides, tanto para los resultados neutral como outliers, esto es un patrén
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concordante con el estudio realizado en el archipiélago Juan Fernandez con la especie
Rhaphitamnus venustrus (derivada de la especie continental R. spinosus), la cual posee
menores valores de diversidad genética promedio en la isla (He= 0,17) en comparacion
a los valores promedio de la especie parental (He= 0,42), producto de un tipo de
reduccion secundaria de la diversidad genética, explicada por la disminucion en tamafio
geografico de laisla, debido a procesos naturales como erosién o intervencién humana,
lo que resultaria en la extincidn y contraccion de poblaciones, con una pérdida de la
diversidad genética a través de procesos como endogamia y deriva génica en

poblaciones pequefias (L6pez-Sepulveda et al., 2016).

Estos resultados no concordarian con la base del proceso de especiacién anagenético,
en donde la especie insular es originada a partir de un Unico evento fundador
(Takayama et al., 2015b). Si bien la norma y la mayoria de la evidencia sugiere un sélo
origen para las especies endémicas que habrian derivado mediante anagenésis,
existen pocas excepciones, como lo encontrado en especies como Rubus takesimensis
(Rosaceae; Lee et al., 2017) y Scrophularia takesimensis (Scrophulariaceae; Gil et al.,
2020) que habrian colonizado desde variadas localidades geogréficas la isla Ulleung.
Cabe destacar que estas especies poseen un habito de tipo herbaceo, con baja
dispersion de semillas y reproduccién de tipo vegetativa, los resultados de estos

estudios concuerdan con los valores obtenidos para D. hirsuta.

En general los patrones de estructura genética que se presentan en las especies
insulares derivadas mediante anagénesis como Nothomyrcia fernandeziana,
Rhaphitamnus venustrus, Dystaenia takesimana y Acer takesimense muestran que no

existe una evidente estructuracion y division geografica de la variacion genética entre
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las poblaciones dentro de las islas (Pfosser et al., 2006; Takayama et al., 2013; Lépez-
Sepulveda et al., 2014, 2016). Sin embargo, en las poblaciones de D. hirsuta en isla
Robinson Crusoe se observa un claro patron de estructuracion cuando se analiza
mediante marcadores ALFP, esta separacion de las poblaciones de D. hirsuta en dos
grupos genéticos en Robinson Crusoe podria ser la evidencia de dos eventos de
colonizacion independientes (Clegg et al., 2002), originados desde propagulos
provenientes de distintas poblaciones geograficas del continente. Este patron también
se observa en lIsla Ulleung con la especie derivada mediante anagénesis Rubus
takesimensis, donde los resultados obtenidos mediante el analisis de genes
cloropastidial, indican que el origen de R. takesimensis fue debido a la colonizacién de
varias poblaciones de origen continentales con distribuciones geograficamente diversas

(Yang et al., 2019).

La evidencia que existen dos eventos de colonizacion independiente se observa en la
presencia de distintos grupos genéticos (Clados) en el continente que se relacionan de
forma independiente con los grupos encontrados en la isla (Figuras 4 y 6). Estos
resultados evidencian los dos eventos de colonizacién independientes, los cuales se
ven respaldados por: (1) Los resultados encontrados por Castro (2018) basados en
secuencias de nucleétidos, donde se establece que probablemente la colonizacion del
género en el Archipiélago de Juan Fernandez fue a partir de uno o varios individuos
provenientes de Chile central, mas especificamente desde la cordillera Nahuelbuta
(Clado D). (2) los resultados de esta tesis muestra la poblacion continental de
Coyahique muy relacionado con un grupo de poblaciones de la isla Robinson Crusoe,

ya que comparte gran parte del pool génico de la isla, esta zona ademas posee junto a
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la poblacion de Nahuelbuta los mayores valores de diversidad genética, esto podria
reflejar el potencial rol de refugio para la zona de Coyahique, siendo uno de los lugares
mas ancestrales que dieron origen a poblaciones de la especie insular, lo que
concuerda con antecedentes presentados para una gran diversidad de plantas
vasculares como Hypochaeris palustris (Phil.) De Wild, H. incana (Hook & Arn),
Podocarpus nubigena (Lindl.) F.Muell y Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser
(Muellner et al., 2005; Tremetsberger et al., 2009; Quiroga y Premoli, 2010; Mathiasen
y Premoli, 2010), donde se aprecian patrones de diversidad y estructura genética
similares a los encontrados en este grupoy en donde se reconocen potenciales areas
refugio en esta zona que se establecieron desde el cuaternario en el extremo sur de

Chile (Sérsic et al., 2011)

5.2 Procesos Micro-evolutivos que modelan la diversidad genética en D. hirsuta

en laisla Robinson Crusoe

Los resultados de diversidad y estructura genética muestran que los procesos de tipo
neutrales son los principales actores que modelan la diversidad genética dentro de la
isla. Como se desarrolla mas adelante, la presencia de flujo génico historico estaria
compensando los efectos de la deriva que se estaria presentando en algunas
poblaciones.

En primer lugar al comparar los resultados de diversidad genética para ambos
marcadores con matrices neutrales y outlier dan cuenta que no se puede descartar la
seleccién en algunas poblaciones de la isla, sin embargo la predominancia significativa

de los valores en los pardmetros genéticos (%P, He) que se registran en la matriz
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neutral en relacién a los obtenidos en las matrices outlier, lo que indica que los
procesos de tipo neutrales estarian primando sobre la seleccion (Luikart et al., 2003).
Cabe mencionar también que en ambos marcadores las poblaciones que poseen una
mayor diversidad genética serian los sectores en los cuales aun permanecen los
bosques originales de Robinson Crusoe, los que presentan en general una composicion
arborea similar con un dosel superior de Nothomyrcia fernandeziana, e individuos
emergentes de Fagara mayu, asociada a condiciones de mayor cobertura y humedad
(Vargas, 2004; Alarcoén et al., 2019), otorgandoles a estos sectores caracteristicas de
bosques relictuales, los cuales son importantes para la realizaciéon en estudios de
conservacion.

La estructura genética intra-poblacional medida en términos del coeficiente de
endogamia Fis, el cual establece comparaciones entre individuos de una misma
poblacién (Wright, 1965; Zhivotovsky, 2013), muestra que en la matriz neutral para
marcadores SNP, los valores son positivos y cercanos a cero lo que es reflejo de
poblaciones en equilibrio de H-W con una leve tendencia a mayor presencia de
heterocigotos (Tong et al., 2020), sin embargo la Unica poblacion que posee valores
negativos es Puerto Inglés, por lo que se le atribuye a que esta poblacién estaria siendo
sometida a procesos de deriva génica. En tanto los loci outliers presenta valores
cercanos a cero, pero negativos, si bien estan en equilibrio de H-W denotan una leve
influencia de seleccién (Ozdemir y Cassandro, 2017), lo que es concordante con el tipo
de dato, potenciales loci bajo seleccion.

Los resultados de los analisis de los valores de las AMOVA nos dan cuenta en general
que el porcentaje de la distribucion de la varianza genética es diferente entre los

marcadores, siendo mayor el porcentaje de varianza para SNP entre poblaciones en
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ambas matrices neutrales y outlier (59% y 55%, respectivamente) que en AFLP (31%y
39%, respectivamente). En SNP se aprecia que ambas matrices superan el 50% de la
variacion de la especie. Los factores que pueden explicar el mayor porcentaje de
variacion entre poblaciones son: el habito herbaceo debido a que poseen tiempos
generacionales mucho mas cortos en comparacién con especies de habito lefioso
(Hamrick y Gogt, 1996). Patrones similares de la distribucion de la varianza se han
detectado en isla Ulleung con la especie Rubus takesimensis (Yang et al., 2019), donde
el porcentaje de la varianza entre poblaciones es del 57%.

La estructura genética y los valores de FST entre pares de poblaciones muestran que
existe flujo génico historico entre las poblaciones que constituyen el cluster 2 (Figura
10), el cual esta representado en todos los graficos de estructura para D. hirsuta
independiente del marcador y la matriz, siendo constante las mismas poblaciones
representadas en dicho cluster. En tanto se podria hipotetizar la separacion del resto
de las poblaciones en distintos grupos genéticos podria estar evidenciando la influencia
de deriva génica mediada por cuello de botella genético y/o seleccion.

En el PCoA basado en distancias genéticas entre individuos, podemos evidenciar
claramente el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones dentro de la isla
para la matriz neutral mediante marcador SNP (Figura 7C). Para el resto, si bien
evidencian con mayor o menor grado de diferenciacion la separacion de las
poblaciones, estas no son del todo claro, exceptuando los resultados de la matriz
neutral AFLP (Figura 7B). El agrupamiento observado en los graficos de PCoA
coinciden con los patrones de estructura genética obtenidos para ambos marcadores

en las matrices neutrales.
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Los bajos valores de tamafo efectivo poblacional (Ne) reportados evidencian el efecto
de la deriva genética en Salsipuedes, Piedra Agujereada y La Campana. A pesar de
que la pérdida de variabilidad genética se rige por el tamafio efectivo poblacional
(Dlugosch y Parker, 2008), se evidencia que la poblacion de Salsipuedes logra
mantener la variabilidad genética a pesar de no poseer grandes valores de Ne, por
tanto, se atribuye exclusivamente al flujo génico histérico como responsable de la
diversidad en dicha poblacién. Contrario es el caso de La Campana y Piedra
Agujereada que poseen menores valores de diversidad genética, o que supone un
evento fundador, un cuello de botella en el tamafio de la poblacion, un crecimiento
gradual en el tamafio de la poblacién, una inmigracion o un evento de hibridacion en el
pasado o cualquier combinacion de estos eventos (Wang, 2005, 2009). De las nueve
poblaciones estudiadas, dos de ellas Mirador Selkirk y Puerto Inglés presentaron los
mayores valores de tamafo poblacional efectivo (Ne). Mirador Selkirk es una poblacion
gue conserva su habitat original, al igual que Puerto Inglés, pese a ser una poblacién
altamente degrada (CONAF, 2014). En ambas poblaciones se registra la presencia de
especies como Fagara mayu y Nothomyrcia fernandeziana (Vargas y Bannister, 2003),
qgue les confieren un caracter relictual, esto explicaria los altos valores de diversidad
genética registrados para Mirador Selkirk y Puerto Inglés. Existe evidencia que
fragmentos de pequeiio tamafio que conservan la riqueza de especies de bosques
ancestrales de mayor envergadura, las cuales han sido afectados por fragmentacion de
habitat, pueden albergar niveles altos de diversidad genética comparados con
fragmentos de mayor tamafio pero que poseen una menor riqueza de especies

(Fuentes et al., 2017).
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Por tanto, el efecto del flujo genético historico estaria compensando el posible efecto
de la deriva genética originada por la reduccion de tamafo poblacional (Ellstrand y
Schierenbeck, 2000) especialmente en Puerto Inglés. Los resultados de Ne dan cuenta
que las localidades de Mirador Selkirk y Plazoleta el Yunque poseen valores similares
en aporte de alelos efectivos. Un caso particular es lo que sucede con Rebaje la Pifia,
donde se aprecia valores altos de Ne, lo que indicaria que posee un gran aporte de
alelos. Interesante es el caso de La Campana, poblacién que posee un pool génico que
se comparte con el resto de las poblaciones, ademas es una de las poblaciones mas
pristinas de la isla (CONAF, 2014), conservando el habitat original, posee patrones de
diversidad genética bajos, con una alta estructuracion genética y el menor valor de
tamafo efectivo poblacional registrado en este estudio, lo cual hace suponer un fuerte
efecto de deriva génica en esta poblacion no compensado por el flujo génico historico.
Los resultados de esta tesis muestran que los procesos de tipo neutrales principalmente
el flujo génico histérico son los actores que modelan la diversidad genética en la especie
anagenética D. hirsuta. Sin embargo, en esta tesis no se evalla el flujo génico actual y
sus efectos en la diversidad genética a largo plazo. Se muestra ademas el efecto de
deriva génica que presentan algunas poblaciones, lo que seria el reflejo de la
fragmentacién reciente de habitat que presenta la especie dentro de la isla. El flujo
génico histérico aun compensa este efecto en la mayoria de las poblaciones, sin
embargo, se sugiere realizar futuros estudios que permitan determinar el flujo génico
actual y analizar las sefales de seleccion detectadas en esta tesis y su efecto en la

diversidad y estructura genética de D. hirsuta.
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5.3 Implicancias para la conservacion

Es conocida la importancia de la diversidad genética en el fitness de las especies, es
asi como valores bajos de diversidad disminuyen el fitness lo que incrementa el riesgo
de extincion (Reed y Frankham, 2003). Los resultados de esta tesis permiten visualizar
el estado genético de las poblaciones de D. hirsuta en la isla Robinson Crusoe,
proporcionando valiosa informacion sobre la distribucion de la diversidad genética, asi
como también los patrones de estructuracion genética de la especie lo que en conjunto
permite delimitar unidades de conservacion dentro de la isla Robinson Crusoe para esta

especie.

La estructura genética detectada en D. hirsuta con ambos marcadores no entrega un
patron claro sobre la separacion de la especie en grupos genéticos particulares, sin

embargo, en todas las matrices evaluadas se observa que:

1) Las poblaciones de Mirador Selkirk y Plazoleta Yunque conforman una Unica unidad
genética, ambas poblaciones presentan ademas altos valores de diversidad genética
en todos los parametros evaluados para la determinacién de unidades de conservacion
obtenidos con los marcadores SNP en ambas matrices (neutral y outliers), confirmando

el valor de bosques bien conservados (Vargas et al., 2010)

2) La poblacion de Salsipuedes presenta los mayores valores de diversidad genética
en todos los parametros evaluados para la especie D. hirsuta SNP en ambas matrices
(neutral y outliers). Este resultado también se ha observado con otras especies como
Rhaphithamnus. venustrus y Drymis confertifolia (LOpez-Sepulveda et al., 2014, 2016).

Por lo tanto, esta poblacion muestra una singularidad genética, con altos valores de
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diversidad, la formacion de un Gnico grupo genético, ademas de presentar informacion
genética Unica posee un bajo valor de tamafo efectivo poblacional (Ne), lo que se le

atribuye al efecto de deriva genética.

3) La poblacion de La Campana presenta un alto nimero de bandas privadas, los
menores valores de He y los mas altos valores de FST entre pares de poblaciones, lo
cual puede dar cuenta de aislamiento y altos niveles de endogamia entre los individuos
de esta poblacién (Wang, 2009). Si se considera ademas que La Campana es una de
las poblaciones que exhibe bajos valores de tamafio efectivo poblacional (Ne) y por
ende evidencia de un fuerte efecto de deriva genética, la diversidad genética de esta
poblacion esta en riesgo ya que tendera a ver reducida su diversidad genética debido

a los procesos micro-evolutivos que presenta.

4) Otra poblacién que exhibe singularidades genéticas importantes es Puerto Inglés, la
cual pese a poseer un deteriorado estado de conservacion (observaciones de campo)
en términos del niumero de individuos, posee altos valores de diversidad genética y
tamafio poblacional efectivo (Ne). Mostrando ademas en los andlisis de estructura
genética la presencia de mudltiples genotipos, lo que podria dar de su estado de

poblacién relictual.

De esta forma se propone considerar de manera prioritaria las poblaciones antes
mencionadas, Mirador Selkirk, Plazoleta Yunque, Salsipuedes, La Campana y Puerto
Inglés, en el desarrollo de estrategias de conservacion para la especie, para ello se
delimitan tres Unidades de Conservacion (UC), la primera de ellas (UC1) conformada

por: Mirador Selkirk, Plazoleta el Yunque, Puerto Inglés, Centinela Rabanal, una
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segunda (UC2) por Vaqueria, La Campana, Piedra Agujereada y Rebaje de la Pifa,
finalmente la tercera unidad de conservacion propuesta (UC3) estaria constituida por la
localidad de Salsipuedes. Esta delimitacion facilitaria la elaboracion de estrategias para
la conservacion genética de la especie ya que separa las singularidades genéticas que

comparten distintos grupos de poblaciones.

Se sugiere considerar herramientas que incluyan la conservacion de semillas de estos
sitios (conservacion in situ) y el estableciendo de planes de manejo para aumentar los
niveles de variacion genética de la poblacién La Campana que incluya la incorporacion
de individuos procedentes de la unidad de conservacién genética 2 (restauracion ex
situ). Casos particulares que requieren un monitoreo especial son las poblaciones de
Salsipuedes y Puerto Inglés, que para los cuales se sugiere no alterar la dinamica
poblacional que alli ocurre ya presentan patrones singulares que no afectan

mayormente la conservacion de los individuos que alli crecen.
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