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RESUMEN

En islas oceanicas se describen dos patrones principales de especiacion
cladogénesis y anagénesis, el resultado final de estos procesos es una 0 mas especies
nuevas, con distintos caracteres morfoldégicos y genéticos en comparacion con sus
progenitores continentales. Estos procesos son observables en el Archipiélago de
Juan Fernandez, donde el 36% de las especies divergieron a través de especiacion
anagenética, entre ellas Escallonia callcottiae en isla Robinson Crusoe. Estudios
previos utilizando ADN cloroplastidial sefialan a E. virgata como la especie parental
mas probable en el continente. Se plantea la hipétesis que por su origen anagenético,
la especie E. callcottiae tiene una diversidad genética levemente diferente a su
parental continental E. virgata. El objetivo general de esta investigacion fue evaluar las
consecuencias genéticas de la anagénesis en la especie insular, utilizando para ello la
técnica molecular de polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLP). Se
analizaron trece poblaciones de E. callcottiae y diez poblaciones de E. virgata, que
incluyeron un total de 426 individuos, en base a seis combinaciones de partidores,
obteniendo 551 bandas. Los valores de diversidad y divergencia genéticas obtenidos
en E. callcottiae son levemente inferiores a la especie continental, confirmando el
patron de una especie anagenética, ademas de evidenciar un proceso reciente de
colonizacion en isla Robinson Crusoe, similar a lo que ocurre en Rhaphithamnus
venustus. Finalmente se propone la conservacion en isla Robinson Crusoe de tres
poblaciones por su alta diversidad genética, estas son Mirador de Selkirk, Ramplones
y Cerro Centinela.

PALABRAS CLAVES: CONSERVACION, ANAGENESIS, ESCALLONIACEAE.



ABSTRACT

Two main speciation patterns are described in oceanic islands cladogenesis and
anagenesis, the result of these processes is one or more new species, with different
morphological and genetic characteristics compared to their continental progenitors.
These processes are observable in Juan Fernandez Archipelago, where 36% of the
species diverged through anagenetic speciation, including Escallonia callcottiae on
Robinson Crusoe Island. Previous studies using chloroplastidial DNA point to E. virgata
as the most probable parental species on the continent. It is hypothesized that due to
its anagenetic origin, E. callcottiae species has slightly different genetic diversity than
its continental parent E. virgata. The general objective of this investigation was to
evaluate the genetic consequences of anagenesis in the insular species, using the
amplified fragment length polymorphism (AFLP) molecular technique. Thirteen
populations of E. callcottiae and ten populations of E. virgata were analyzed, included
426 individuals, based on six primers combinations, obtaining 551 bands. The genetic
diversity and divergence values obtained in E. callcottiae are slightly lower than in the
continental species, confirming the pattern of an anagenetic species, in addition to
evidencing a recent colonization process on Robinson Crusoe Island, similar to that
seen in Rhaphithamnus venustus. Finally, the conservation of three populations in
Robinson Crusoe lIsland is proposed due to their high genetic diversity, these are
Mirador de Selkirk, Ramplones and Cerro Centinela.

KEYWORDS: CONSERVATION, ANAGENESIS, ESCALLONIACEAE



INTRODUCCION

El Archipiélago de Juan Fernandez se ubica en el océano Pacifico, a 687
kilbmetros al oeste de América del Sur frente a las costas chilenas (33°40’S,
79°00'W), administrativamente pertenece a la Region de Valparaiso (Instituto
Geogréfico Militar 2020; Fig. 1) y estd compuesto por tres islas oceanicas:
Robinson Crusoe (=Masatierra), Alejandro Selkirk (=Masafuera) y Santa Clara, las
dos primeras poseen 187 km de distancia entre ellas. Estas islas emergieron del
fondo marino debido a actividad volcanica (Baker 1967) hace aproximadamente 5,8
millones de afios (Ma) en el caso de la isla Santa Clara, 4 Ma en la isla Robinson
Crusoe y 2 Ma para la isla Alejandro Selkirk (Stuessy et al. 1984a). El punto mas
alto de la Isla Robinson Crusoe es el Cerro El Yunque con una altura de 915 m
s.n.m., en el caso de la Isla Alejandro Selkirk corresponde al Cerro Los Inocentes
con 1.319 m s.n.m. (Baker et al. 1987, Stuessy 1997). El archipiélago posee un
clima templado célido, caracterizado por estaciones secas y humedas alternadas,
con temperaturas calidas que van desde los 11,6°C a 20,4°C (Hajek & Espinoza
1987), lluvia con un promedio anual de 956 mm (Hajek & Espinoza 1987) y vientos
de 32 km/h (Hajek & Espinoza 1987).

La vegetacidon del Archipiélago ocupa en total 9.571 ha, de estas 3.907 ha
corresponde a la isla Robinson Crusoe, 1.051 ha a la isla Santa Clara y 4.613 ha
en la isla Alejandro Selkirk (CONAF 2009). La isla Robinson Crusoe, al igual que la
isla Alejandro Selkirk muestran usualmente pastizales en las zonas mas bajas (<
150 msnm), matorrales mixtos exotico-nativos en las zonas intermedias, y
formaciones boscosas endémicas en las zonas mas altas (> 400 m s.n.m.) con
presencia de flora particularmente Unica en la cumbre del cerro El Yunque. La isla
Santa Clara esta cubierta principalmente por pastizales nativos e introducidos, con

la presencia de algunas especies endémicas singulares (Danton et al. 2006).

La vegetacion del Archipiélago de Juan Fernandez es altamente diversa por
lo que se considera, en la actualidad, uno de los hotspots mundiales de diversidad

biologica (Mittermeier et al. 2004), ya que posee mas plantas endémicas por
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kilbmetro cuadrado que cualquier otro sistema insular en el mundo, con un indice
de 1,4 spp/km? (Stuessy et al. 1992). Esto porque posee 208 especies vegetales
endémicas y nativas, ademas de 12 géneros y 1 familia endémica (Marticorena et
al. 1998; Danton et al. 2006; Rodriguez et al. 2018; Stuessy et al. 2018). En el afio
1935 este archipiélago fue declarado Parque Nacional de Chile (Diario Oficial del6
de enero de 1925) y Reserva de la Biosfera en 1977 (Diario Oficial de1977).

El Archipiélago de Juan Fernandez ha sido considerado uno de los mini-
hotspots de biodiversidad de mayor prioridad para la conservacion a nivel mundial
(Arroyo et al. 2006; Funk & Fa 2010), esto debido a los factores que afectan a las
especies, entre ellas, las perturbaciones antropicas (Stuessy et al. 2014) que
incluyen talas selectivas, incendios y la introduccién de animales y malezas
(Skottsberg 1953; IREN-CORFO 1982; Sanders et al. 1982; Stuessy et al. 1984b;
Ricci 1989; Matthei et al. 1993; Swenson et al. 1997; Stuessy et al. 1998; Greimler
et al. 2002; Dirnbock et al. 2003; H 2004; Honeyman et al. 2005).

Uno de los factores que influye en el alto endemismo en islas oceanicas son
los patrones de especiacién, se consideran dos procesos fundamentales,
cladogénesis y anagénesis (Stuessy et al. 1990), los resultados de estos procesos
de especiacion no solo se observan en la diversidad morfolégica de las especies,
sino también en la estructura y variabilidad genética de estas (Stuessy 2007). En
ambos procesos, la poblacién fundadora, es decir, aquella que coloniza la isla
oceanica, lleva consigo una pequefia muestra de la variabilidad genética total que
contiene la especie progenitora, ya que estos poseen una variabilidad mucho
mayor y un rango de distribucién mas amplio (Frankham 1997). De esta manera a
lo largo del tiempo (cientos o miles de generaciones) van acumulando diferencias
geneéticas, ecologicas y reproductivas que diferencian a la especie de origen de una

especie derivada (Garcia 2012).

La cladogénesis se define comunmente como el proceso donde una especie
parental da lugar a dos 0 mas especies derivadas mientras la especie parental

persiste, 0 se extingue (Boucot & Watkins 1978). En las islas oceanicas este
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proceso suele ir asociado a radiacion adaptativa (Stuessy et al. 2018), es un
proceso que ocurre en un corto periodo de tiempo y conlleva un alto nivel de
cambios en los requisitos ambientales de las especies derivadas (Boucot & Watkins
1978; Schluter 2000; Gavrilets & Losos 2009), adaptdndose a las condiciones
ambientales diferentes que la isla les ofrece.

Este proceso se observa en géneros como: Lobelia L., Argyroxiphium DC. y
Bidens L. en Hawaii (Helenurm & Ganders 1985; Carlquist et al. 2003; Givnish et
al. 2009), Echium L. en las Islas Canarias (B6hle et al. 1996), Scalesia Arn. en las
islas Galdpagos (Eliasson 1974; Schilling et al. 1994), y en el Archipiélago de Juan
Fernandez destacan tres géneros que generaron especies a través de este
proceso: (a) Erigeron L. con seis especies, de las cuales cinco de distribuyen en la
Isla Alejandro Selkirk (E. ingae Skottsb., E. luteoviridis Skottsb., E. rupicola Phil., E.
stuessyi Valdeb. y E. turricola Skottsb); (b) Gunnera L. con dos especies
distribuidas en la Isla Robinson Crusoe (G. peltata Phil. y G. bracteata Steud. ex
Benn); y (c) Robinsonia DC. con ocho especies, siete distribuidas en la Isla
Robinson Crusoe (Robinsonia berteroi (DC.) Sanders, Stuessy & Martic., R. evenia
Phil., R. gayana Decne, R. gracilis Decne, R. macrocephala Decne, R. saxatilis
Danton y R. thurifera Decne) (LOpez-Sepulveda et al. 2015a; Takayama et al.
2015). El resultado son nuevas especies insulares que poseen un bajo nivel de
variacion genética con respecto a la especie parental, sin embargo, no hay estudios
de diversidad genética que incluya a la especie parental, debido a las dificultades
gue conlleva la identificacion de esta. La mayoria de las investigaciones se centra
solo en las especies islefias, un ejemplo, en el caso de Bidens en Hawaii, en
términos de heterocigosidad, los valores en las especies islefias variaban entre
0,075y 0,137, siendo este ultimo el valor mas alto (Helenurm & Ganders 1985).

La anagénesis o especiacion filética (Simpson 1953), es un proceso en el cual
el linaje de inmigrantes provenientes desde el continente u otro sistema insular, se
establece en la isla, manteniéndose como una sola gran poblacion que lentamente
acumula variacion genética a través de la mutacion y la recombinacion en forma de
deriva génica y/o seleccion natural. El resultado final de este proceso es una nueva
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especie con distintos caracteres morfolégicos y genéticos en comparacion con su
progenitor continental o insular. A pesar de esto, en términos de variabilidad
genética, los valores de la especie insular se aproximan a los de la especie
progenitora (Stuessy et al. 1990, 2006), esto es observable en especies de diversas
islas, por ejemplo, en el género Dystaenia Kitag. y Acer L. en la isla Ullung
(Takayama et al. 2012, 2013), donde Acer takesimense Nakai, posee valores de
heterocigosidad levemente inferiores (0,38) con respecto a la especie continental,
A. pseudosieboldianum (Pax) Kom. (0,40) (Takayama et al. 2013), o el caso de
Rhaphithamnus Miers donde los valores de diversidad genética (He) fueron
menores en la especie islefia, R. venustus (Phil.) B.L.Rob (0,17), respecto de
aguella del continente R. spinosus (Juss.) Moldenke (0,42) (L6pez-Sepulveda et al.
2017). En el Archipiélago de Juan Fernandez, un 36% de las especies vegetales
derivaron a través de anagénesis (Stuessy et al. 2006; Tabla 1) como es el caso
de Myrceugenia schulzei Johow, Drimys confertifolia Phil. y Rhaphithamnus
venustus (Lopez-Sepulveda et al. 2013, 2015b, 2017), las cuales han sido
ampliamente estudiadas.

Los patrones y procesos de especiacion en las islas oceanicas han sido
estudiadas largamente principalmente por los bidlogos evolutivos (Drake et al.
2002; Rosindell & Phillimore 2011; Schaefer et al. 2011; Stuessy & Ono 1998). El
gran conocimiento que se tiene de las islas oceénicas, como sus zonas de origen,
edades geoldgicas, ademas de su aislamiento geografico, area claramente
delimitada y fauna y flora con hipétesis de su origen y diversificacibn mas acotados
a los continentales (Emerson 2002), ha llevado a que las islas oceanicas sean
consideradas laboratorios naturales para el estudio de los procesos evolutivos en
detalle, especialmente para el estudio genético, ecologico, biogeografico,
divergencia reproductiva y morfol6gica (Moore et al. 2002; Mort et al. 2002). Se han
generado numerosas hipétesis sobre estudios comparativos entre taxones
endémicos y las poblaciones de origen, hipodtesis evolutivas sobre los procesos de
especiacion que se pueden probar con datos moleculares (Carlquist 1974; Grant et
al. 1996; Stuessy et al. 2006).
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Una de las técnicas moleculares mayormente usada en la evaluacion de la
variacion genética es el analisis de polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP, por sus siglas en inglés). Esta técnica requiere pequefias
cantidades de ADN (Blears et al. 1998), pero proporciona informacion de un gran
namero de loci, siendo una medida sensible de la variacion genética entre
individuos (Vos et al. 1995; Tremetsberger et al. 2003; Gaudeul et al. 2012). Se ha
demostrado que también es util en genética de poblaciones y en estudios de
especies raras y en peligro de extincion (Juan et al. 2004; Maunder et al. 2001;
Winfield et al.1998). En el archipiélago de Juan Fernandez se ha utilizado en
diversas especies originadas por anagénesis como, por ejemplo, Myrceugenia
schulzei, Drimys confertifolia y Rhaphithamnus venustus (Lopez-Sepulveda et al.
2013, 2015b, 2017; Fig. 2).

Otra especie endémica de la Isla Robinson Crusoe, apropiada para estudiar
las consecuencias genéticas de la especiacion anagenética es Escallonia
callcottiae Hook. et Arn. Esta especie presenta problemas de conservacion y se
encuentra categorizada como Vulnerable por el Ministerio de medio Ambiente
segun el Reglamento de Clasificacion de Especies Silvestres (RCE). E. callcottiae
pertenece a la familia Escalloniaceae, la cual, en América del Sur, cuenta con
aproximadamente 40 especies y 20 subespecies (Sleumer 1968), las que se
distribuyen principalmente en habitats montafiosos (Young et al. 2002), desde norte
de Venezuela hasta los extremos de Tierra del Fuego. Las especies pueden estar
presentes a partir del nivel del mar en el sur del pais hasta 4.000 m s.n.m. en el
limite arbéreo en los Andes (Zapata et al. 2013). El género Escallonia Mutis ex L.f.
posee 147 especies a nivel mundial siendo el género mas diverso de la familia
Escalloniaceae. En Chile, el género se encuentra representado por 14 especies y
11 variedades (Rodriguez et al. 2018).

Las relaciones filogenéticas de Escallonia en Sudamérica fueron analizadas
por Sede et al. (2013, 2018), utilizando marcadores de ADN cloroplastidial (trnS-
trnG trnV-ndhC ndhF; trnH-psbA, trnS-trnG y trnV-ndhC), encontrando que la
mayoria de las especies del sur de los Andes se agrupan en un clado (clado B),
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excepto E. virgata (Ruiz & Pav.) Pers. y E. callcottiae, que formaron un clado
separado (clado D), que permitiria considerar a la primera de ellas como la especie

mas emparentada con aquella que habita en la isla Robinson Crusoe.

A partir de este panorama se hace necesario generar informacion que
permita conocer la diversidad genética actual de especies de plantas vasculares,
la cual puede ser utilizada en el desarrollo de planes de conservacion para la flora
endémica de las islas del Archipiélago de Juan Fernandez. La proteccion de la
diversidad est4 incorporada en muchas convenciones nacionales e internacionales
(Moritz & Faith 1998) y el estudio de la variacion genética, es ampliamente
reconocido como una forma utilizada para la evaluacién de la diversidad (Ehrlich &
Wilson 1991; Humphries et al. 1995).

Por esto, en base a lo planteado se presenta la siguiente hipotesis:

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
e ¢ Cudles son las consecuencias en la diversidad genética de la especiacion

anagenética en Escallonia callcottiae en la isla Robinson Crusoe?

HIPOTESIS
e Debido a su origen anagenético, la especie Escallonia callcottiae tiene una
diversidad genética levemente diferente a su parental continental Escallonia

virgata.

OBJETIVO GENERAL
e Evaluar las consecuencias genéticas de la especiacién anagenética en la

especie Escallonia callcottiae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar la diversidad genética de la especie Escallonia callcottiae en Isla
Robinsén Crusoe con su parental E. virgata en el continente.
e Comparar la diversidad genética entre y dentro de las poblaciones, tanto de
E. callcottiae, como en las poblaciones de E. virgata en el continente.
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Evaluar la estructuracion genética en Escallonia callcottiae en la isla
Robinson Crusoe.
Evaluar y recomendar areas para la conservacion de Escallonia callcottiae

en la isla Robinson Crusoe.
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FIGURA 1.- Ubicacién y conformacion del Archipiélago de Juan Fernandez. A)
Ubicacidon del Archipiélago de Juan Ferndndez con respecto al continente. B) Isla

Robinson Crusoe y Santa Clara. C) Isla Alejandro Selkirk.
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TABLA 1.- Caracteristicas del sistema de islas, heterogeneidad de la vegetacion, nimero de especies endémicas y
nivel de especiacion a través de Anagénesis y Cladogénesis. (Fuente: Stuessy et al. 2006.)

Nimero de

Sistema insular !\lumero de Heterogg'neidad Especies Especia,ci.c')n Especiaci,ép
islas vegetacion endémicas anagenética (%) cladogenética (%)
Oceanicas
Hawai 8 6 828 7 93
Canaria 7 6 429 16 84
Tristan de Cunha 4 3 27 33 67
Juan Fernandez 3 5 97 36 64
Cabo verde 12 2 68 37 63
Galapagos 16 4 133 43 57
Madeira 3 3 96 48 52
Ogasawara 12 3 118 53 47
St Helena 1 2 36 53 47
Ullung 1 2 33 88 12
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MATERIALES Y METODOS

ESPECIES EN ESTUDIO

Escallonia es un género que incluye arbustos y arboles pequefios, de hasta 6 metros
de alto. En Chile hay 14 especies y 11 variedades representantes de este género
(Rodriguez et al. 2018), las que poseen hojas simples, con bordes aserrados y
varian ampliamente en forma y tamafo. Las flores son solitarias o dispuesta en
inflorescencias de pocas a muchas flores. Estas ultimas poseen una gran diversidad
en la longitud y forma de los sépalos y la longitud de los pétalos, los cuales varian
de color desde un blanco-verdoso a rosado o rojo profundo.

E. virgata es una especie arbustiva de 0,5 a 2 m de alto. Hojas glabras, mas o menos
lustrosas, obovado-cuneadas hasta lanceoladas, fasciculadas en niumero de 3-13;
apice obtuso hasta agudo, base atenuada; con borde entero a ligeramente
aserrados hacia el apice. Flores de color blanco a rosado palido (Fig. 3), fragantes,
con 5 pétalos, dispuestas en pseudoracimos frondosos. El fruto es de tipo capsula
turbinado- obovoidea, truncada y levemente costada. Se distribuye desde la Region
Metropolitana hasta la Regién de Magallanes y la Antartica Chilena, desde el nivel

del mar hasta los 2.300 m s.n.m. (Marticorena & Rodriguez 2011).

E. callcottiae, es una especie arbustiva o arbol pequefio, de hasta 5 metros de
altura, con el tronco de hasta 20 centimetros de didmetro, muy ramificado desde la
base. Hojas glabras o ligeramente pubescentes a lo largo del nervio medio, eliptica
a espatulado-obovadas, levemente atenuadas en la base, agudas u obtusas en el
apice; margen aserrado, especialmente en el 4pice. Las flores son hermafroditas,
de color rojo o rosado (Fig. 3), dispuestas en paniculas laxas, con disco lobulado,
pequefio. El fruto es de tipo capsula, con caliz y estilo persistente. Semillas
numerosas (Rodriguez et al. 1983; Marticorena & Rodriguez 2011). Especie

endémica de la Isla Robinson Crusoe, del archipiélago de Juan Fernandez.

RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron 426 individuos, de los cuales 224 corresponden a E. virgata

distribuida en 10 localidades entre la Region del Maule y de la Araucania, mientras

que para E. callcottiae se colectaron 182 individuos, distribuidos en 13 localidades
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(Tabla 3, Fig. 4). De cada localidad es almacenado un voucher, el cual fue
depositado en el herbario de la Universidad de Concepcion (CONC). Se
recolectaron trozos de hojas de cada individuo, los que posteriormente fueron
etiquetados, almacenados en bolsas de té, y guardados con silica gel en bolsas
plasticas herméticas.

EXTRACCION DE ADN

El ADN se extrajo de 250 mg de material de hoja seca, el que fue homogeneizado
adicionando microesferas de ceramica y con posterior lisis mecénica, a una
velocidad de 6 ms™ durante 15 segundos en FastPrep-24 TM 5G Homogenizer. La
extraccion de ADN gendmico se realizé utilizando el kit DNEasy Plant Mini (Qiagen)
con el protocolo recomendado por el fabricante. EI ADN extraido se evalué a traves
de electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v), la cual se visualizé usando un

transiluminador UV y su digitalizacion se realizé mediante fotografia digital.

POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS (AFLP)

Se utilizé la técnica molecular de AFLP implementado por Vos et al. (1995), con
modificaciones realizadas por Hasbun et al. (2012). Previo a la amplificacién de la
totalidad de las muestras se realizé un ensayo con 27 partidores selectivos (Tabla
2), de los cuales se seleccionaron 6 combinaciones de partidores (EcoRI-ACA/Msel-
CAC, EcoRI-ACA/Msel-GAC, EcoRI-ACT/Msel-CTA, EcoRI-ACT/Msel-TCG,
EcoRI-ATA/Msel-TCG, EcoRI-AGT/Msel-GAC), donde el partidor Eco fue marcado
con fluor6foros FAM, VIC y NED. Los fragmentos amplificados se enviaron para su
andlisis al servicio de secuenciacion Austral-omics de la Universidad Austral de
Chile.

Los perfiles de amplificacion (bandas) se interpretaron utilizando el programa
GeneMarker version 1.85 (SoftGenetics, State College, Pennsylvania, E.E. U.U.).
Las muestras con calibracion por debajo del 90% se ajustaron manualmente. Se
genero un editor de panel automatico para cada partidor selectivo (Curtin et al. 2007)
con posterior modificacion manual, para esto se utilizaron los siguientes parametros:
tamafo de los fragmentos entre 120-500 pares de bases, intensidad relativa minima
y maxima para el umbral de deteccion de pico de 1.000 y 20.000. Para el analisis,
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las matrices generadas para cada partidor selectivo (Wooten & Tolley-Jordan 2009)
se combinaron en una matriz binaria de bandas (1=presencia; O=ausencia) con el

cual se estimaron los parametros genéticos.

ANALISIS DE DATOS

Se estim0 la diversidad genética, mediante el nimero de alelos efectivos para cada
poblacion (Ne), numero de bandas (Nb), nimero de bandas frecuentes mayor o
igual a 5% (Nb Freq. >=5%), niumero de bandas localmente comunes mayor o igual
al 25% y al 50 %, indice Diversidad de Shannon (l) e indice de Heterocigosidad
(He), adicionalmente para estimar la distancia genética entre las poblaciones se
incluyé un andlisis de distancia de Nei por pares de poblaciones, utilizando el
programa GenAIlEx 6.503 (Peakall & Smouse 2006). Para evaluar la conectividad
genética entre pares de poblaciones, a través de flujo génico entre ellas, se evalud
el indice de Fijacion (Fsr) utilizando el programa ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier et al.
2005), con el cual también se realizé un analisis de coordenadas principales (PCoA)
que permite definir la distribucion de los individuos de cada poblacién en un eje de
dos dimensiones. La determinacion de la distribucion de la variacion dentro y entre
los grupos poblacionales se realiz6 mediante un Test de AMOVA. Por altimo, para
identificar poblaciones atipicas se analizé la divergencia genética de las poblaciones

con el numero bandas Privadas (Nb Private) utilizando el programa GenAIlEx 6.503.

La evaluacion de la estructura genética se estimé mediante el nUmero de grupos
genéticos (K 6ptimo) usando el criterio de Evanno et al. (2005), utilizando para ello
el método de agrupamiento Bayesiano proporcionado por el software STRUCTURE
Harverter (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003, 2007, Hubisz et al. 2009), el set
de parametros utilizado fue un burnin con 1.000 iteraciones (eliminacion cada 1.000
MCMC), con un numero de iteraciones después del burn-in de 100.000. Con el
modelo “Admixture”, asumiendo cruce entre las poblaciones y un origen con
ancestro comun reciente, con frecuencia de alelos correlacionados. Por dltimo, se
realizd una red NeighborNet (Bryant & Moulton 2004) en funcién de la distancia en
el software SplitsTree4 ver. 4.10 (Huson & Bryant 2006), para ver la distribucién de

las poblaciones y su distancia genética.
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FIGURA 3.- Detalle de las inflorescencia y morfologia floral de las especies Escallonia
virgata (A, B, C) y E. callcottiae (D, E, F) respectivamente. Ay D, color de la flor. B
y E, tipo de inflorescencia. C y F, disco intraestaminal.
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FIGURA 4.- Distribucion de las localidades en estudio de E. callcottiae en la Isla

Robinson Crusoe y E. virgata en el continente.

21



COMBINACION
EcoRI-AGC/Msel-AGG
EcoRI-ACG/Msel-ACA
EcoRI-ACA/Msel-GAC
EcoRI-ACA/Msel-CTA
EcoRI-ACA/Msel-TCG
EcoRI-ACA/Msel-CAC
EcoRI-ACA/Msel-AGG
EcoRI-AGC/Msel-GAC

EcoRI-AGC/Msel-CTA

FLUORO-FORO

VIC

VIC

VIC

VIC

VIC

VIC

VIC

VIC

VIC

10

11

12

13

14

15

16

17

COMBINACION
EcoRI-ATC/Msel-CTC
EcoRI-ACT/Msel-GAC
EcoRI-ACT/Msel-CTA
EcoRI-ACT/Msel-TCG
EcoRI-ATC/Msel-GAC
EcoRI-ATC/Msel-CTA
EcoRI-ATC/Msel-TCG

EcoRI-ATC/Msel-AGG

FLUORO-FORO

NED

NED

NED

NED

NED

NED

NED

NED

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

COMBINACION
EcoRI-ATA/Msel-GAC
EcoRI-ATA/Msel-CTA
EcoRI-ATA/Msel-TCG
EcoRI-AGG/Msel-GAC
EcoRI-AGG/Msel-CTA
EcoRI-AGG/Msel-TCG
EcoRI-AGT/Msel-GAC
EcoRI-AGT/Msel-CTA
EcoRI-AGT/Msel-TCG

EcoRI-ATA/Msel-CTC

TABLA 2.- Listado con la combinacién de partidores selectivos probados previo a la amplificacion, se resaltan en negrita las
combinaciones finalmente utilizadas.

FLUORO-FORO

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM
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TABLA 3.- Listado de las poblaciones recolectadas de Escallonia con su respectiva
coordenadas y altitud.

ESPECIE

. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae

. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. callcottiae
. virgata
. virgata
. virgata
. virgata
. virgata
. virgata
. virgata
virgata
. virgata

MMM MMM MMM MmMMmMMmMmMMmMmMmMm MM mmmmm

. virgata

LOCALIDAD

Mirador de Selkirk
Cordodn Salsipuedes

Cerro Centinela

Quebrada Maestro Santos
Plazoleta Yunque

Alto Salsipuedes

Vaqueria

Puerto Inglés

Piedra Agujereada
Villagra

Ramplones

Cerro Agudo Sitio 1
Cerro Agudo Sitio 2

Rio Cautin

Cuesta Las Raices Sitio 1
Laguna del Alto

P.N. Laguna del Laja
R.N. Altos del Biobio
Laguna del Maule
Puente Lo Aguirre
Cuesta Las Raices Sitio 2
Rio Corcoludo

Camino a Trongol

cODIGO

RC-MS
RC-CS
RC-CC
RC-QMS
RC-PY
RC-AS
RC-VQ
RC-PI
RC-PA
RC-VG
RC-RP
RC_CA1
RC-CA2
CO-RC
CO-CR1
CO-LA
CO-LL
CO-AB
CO-LM
CO-PLA
CO-CR2
co-cC
co-CT

X

33°38'30,47"S
33°37'50,94"S
33°39'05,87"S
33°37'50,89"S
33°39'0,43"S
33°37'48,87"S
33°37'04,68"S
33°37'43,82"S
33°39'03,28"S
33°38'12,73"S
33°39'06,93"S
33°37'41,2"S
33°37'41,2"S
38°26'29,3" S
38°25'50,6" S
35°37'14,4"S
37°27'41,8" S
38°37'49,5"S
36°00'09,1" S
35°58'11,1" S
38°25'38,26"S
38°17'59,0" S
37°42'58,34" S

Y

78°50'44,26"0
78°50'06,09"0
78°48'20,52"0
78°50'35,41"0
78°50'35,21"0
78°50'59,75"0
78°51'56,33"0
78°51'26,56"0
78°48'35,47"0
78°51'28,73"0
78°51'36,31"0
78°51'46,5" O
78°51'46,5" O
71°30'45,1" O
71°30'15,4" O
71°01'06,8" O
71°19'14,4” O
70°58'22,0" O
70°34'09,0" O
70°34'19,6" O
71°30'16,19"0
71°46'39,6" O
73°10'59,63"0

ALTITUD
(MSNM)
553

250
453
485
274
643
351

249
452
486
159
340
387
1198
1235
2030
1415
1487
2216
1982
1251
1019
498
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RESULTADOS
En total fueron evaluador 426 individuos con un total de 551 bandas, 102 para
el marcador EcoRI-ACA/Msel-CAC (VIC), 87 con el marcador EcoRI-ACA/Msel-
GAC (VIC), 77 para el marcador EcoRI-ACT/Msel-CTA (NED), 76 con el marcador
EcoRI-ACT/Msel-TCG (NED), 126 para el marcador FAM (EcoRI-ATA/Msel-TCG) y
83 con el Marcador EcoRI-AGT/Msel-GAC (FAM).

DIVERSIDAD GENETICA

El nimero de alelos promedios obtenidos en E. virgata fue de 1,292, el valor mas
alto se presenté en la poblacion CO-PLA en la Region del Maule, misma que
presento el valor mas alto en términos de numero de alelos efectivos junto con la
poblacién CO-LA ubicada un poco mas al norte de la poblacion anterior. La
poblacion CO-PLA, también obtuvo los valores mas altos en el nUmero de bandas
localmente comunes, tanto al 25% como al 50% con un valor de 73 y 184,

respectivamente (Tabla 4).

Estos valores de diversidad genética fueron superiores a los obtenidos para E.
callcottiae, donde el nimero de alelos promedio fue de 0,930, con el valor mas alto
1,372 en la poblacion RC-MS, en términos del numero de alelos efectivos, el
promedio de la isla fue de 1,150, con la poblacion de RC-VG presentando el valor
mas alto (1,231). Con respecto a las bandas localmente comunes,tanto al 25%
como al 50% se repite el patron, observandose valores inferiores a los observados
en el continente, donde las poblaciones con los valores mas altos son RC-MS (39,
123), RC-CS (37, 110) y RC-CA2 (39, 115) (Tabla 4).

Los valores de diversidad genética (Tabla 4) en términos de heterocigosidad de las
poblaciones de E. callcottiae (0,099) registraron valores ligeramente inferiores a los
obtenidos para la especie E. virgata (0,128). El indice de Diversidad de Shannon
acentla estas diferencias donde la especie islefia posee un valor de 0,163 mientras
la especies continental 0,221. Las poblaciones con valores mas bajos obtenidos en
el archipiélago son RC-CC, RC-CS y RC-QMS.
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DIVERGENCIA GENETICA

En el continente el nimero promedio de bandas privadas fue de 1,1 bandas, con un
maximo de 5 en la poblaciébn CO-PLA, mientras que en la isla Robinson Crusoe el
promedio fue de 0,6 bandas, con el valor mas alto en las poblaciones RC-PY y RC-
Pl (2 bandas).

DISTANCIA GENETICA.

El andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) (Fig. 8) muestra agrupamientos
claros, con E. callcottiae mayormente agrupada en el cuadrante derecho, con los
individuos de esta especie distribuidos mayoritariamente en la parte superior de
este, y con unos pocos individuos pertenecientes a las poblaciones RC-MS y RC-
RP, distribuidos a lo largo de la coordenada 2. Por otro lado, los individuos
pertenecientes a E. virgata se encuentran distribuidas homogéneamente sobre la
coordenada 2, con una zona de solapamiento entre las especies. Los ejes
mostraron un porcentaje de explicacion de la varianza de: eje 1= 20,67%, eje
2=7.83%y eje 3= 6,25%.

Con respecto a la distancia de Nei (Tabla 5), los mayores valores para E. callcotiae
se encuentran entre el par de poblaciones RC-VG y RC-CA1 (0,080), mientras que
para E. virgata ocurre entre las poblaciones CO-LA y CO-CT (0,040). Al comparar
las poblaciones de ambas especies, el mayor valor encontrado es entre el par RC-
PA'y CO-LA (0,080).

El indice de fijacion (Fst) (Tabla 6), muestra los mayores valores entre pares de
poblaciones en E. callcottiae entre RC-CSy RC-VG (0,341). Para E. virgata el mayor
valor corresponde a las poblaciones CO-CR1 y CO-CT (0,301), finalmente al
comparar entre especies, el valor mas alto se encuentre entre RC-VG y CO-CT
(0,452). Por otro lado, las poblaciones: RC-MS, RC-AS y RC-RP presentaron

valores bajos con gran parte de las poblaciones de E. virgata.
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Las redes de NeighborNet obtenido en SplitsTree (Fig. 7) muestra dos
agrupaciones, un primer gran grupo perteneciente a E. virgata que incorpora un
pequefio grupo de E. callcottiae, compuesto en su mayoria por individuos
pertenecientes a la poblacion de RC-VQ y un segundo grupo compuesto por el resto

de los individuos de E. callcottiae.

El andlisis de AMOVA (Tabla 7) muestra que las diferencias dentro de las
poblaciones de ambas especies son de 82,80%, mayor a las diferencias que se
presentan entre poblaciones de la misma especie con un 10,23%, mientras que los
valores entre especies son de 6,97%. Los valores de fijacion dieron FSC: 0,10997
(p=0,000), FST: 0,17200 (p=0,000) y FCT: 0,06969 (p=0,00293).

ESTRUCTURA GENETICA

Se estimdé el nimero de grupos genéticos méas probable entre las poblaciones,
obteniendo como resultado un K=2 (Fig. 5). Se definié la presencia de las
localidades a cada cluster, cuando los indices eran superiores a 0,500 (Tabla 8) por
ende el cluster 1 (Rojo) (Fig. 6) estd compuesto por casi la totalidad de poblaciones
de E. virgata (CO-CR, CO-CR1, CO-LA, CO-LM, CO-PLA y CO-CC) y 1 poblacién
de E. callcottiae (RC-RP) mientras el cluster 2 (Verde) estaria mayormente
representado por la especie E. callcottiae con 12 poblaciones (RC-MS, RC-CS, RC-
CC, RC-QMS, RC-PY, RC-AS, RC-VQ, RC-PI, RC-PA, RC-VG, RC-CA1y RC-CA2)
y 4 poblaciones de E. virgata (CO-LL, CO-AB, CO-CR2 y CO-CT).
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TABLA 4.- Andlisis de diversidad genética, incluyendo numero total de individuos (N), niamero de alelos (Na), Numero de alelos efectivos
(Ne), Numero de bandas (Nb), Numero de bandas Frecuentes mayor o igual a 5% (Nb Freq. >=5%), Numero bandas Privadas (Nb
Private), Nimero de bandas localmente comunes mayor o igual al 25% y al 50 %, indice diversidad de Shannon (1), indice de

Heterocigosidad (He) y indice de Heterocigosidad esperada (uHe), para cada poblacion, con sus respectivas media y desviacion

estandar.
Especie Pop  Poblacién N Na Ne No. No. No. No. No. I He Uhe
Bands Bands Private Lcomm Lcomm
Freq. >= Bands Bands Bands
5% (<=25%) (<=50%)

1 RC-MS Mean 31 1,372 1,131 378 288 1 39 123 0,175 0,098 0,099
Se 0 0,040 0,008 0,008 0,005 0,005
2 RC-CS Mean 26 1,229 1,106 339 246 0 37 110 0,146 0,080 0,081
Se 0 0,041 0,007 0,007 0,004 0,005
3 RC-CC Mean 4 0,414 1,105 125 125 0 3 15 0,096 0,063 0,072
Se 0 0,033 0,011 0,009 0,006 0,007
4 RC-QMS Mean 5 0,630 1,148 176 176 0 11 44 0,146 0,094 0,104
Se 0 0,039 0,011 0,010 0,007 0,007
5 RC-PY Mean 6 0,777 1,155 215 215 2 15 51 0,164 0,102 0,111
Se 0 0,041 0,011 0,010 0,006 0,007
Escallonia 6 RC-AS Mean 24 1241 1,148 342 207 1 28 96 0175 0,102 0,104
callcottiae Se 0 0,041 0,010 0,009 0,006 0,006
7 RC-VQ Mean 25 0,987 1,158 272 185 1 17 61 0,261 0,099 0,101
Se 0 0,043 0,012 0,010 0,007 0,007
8 RC-PI Mean 29 1,093 1,135 301 215 2 32 99 0,157 0,093 0,094
Se 0 0,042 0,010 0,009 0,006 0,006
9 RC-PA Mean 2 0,299 1,082 101 101 0 1 4 0,070 0,048 0,064
Se 0 0,028 0,010 0,008 0,006 0,008
10 RC-VG Mean 6 1,000 1,231 287 287 0 22 73 0,223 0,144 0,157
Se 0 0,042 0,013 0,011 0,007 0,008
11 RC-RP Mean 9 1,212 1,224 335 335 0 22 98 0,242 0,150 0,158
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Se 0 0042 0011 0,010 0,007 0,007
12 RC_CA1 Mean 3 0623 1,155 184 184 0 14 40 0,150 0,098 0,117

Se 0 0038 0011 0,010 0,007 0,008

13  RC-CA2 Mean 12 1,220 1,176 336 336 1 39 115 0,208 0,123 0,129

Se 0 0042 0,010 0,009 0,006 0,006

Mean 0,930 1,150 260,8  224,6 0,6 215 715 0,163 0,099 0,107

14  CO-RC Mean 27 1,481 1,222 408 301 50 146 0,234 0,142 0,145

Se 0 0037 0013 0,010 0,007 0,007

15  CO-CR1 Mean 21 1,412 1241 389 251 3 41 127 0,238 0,148 0,152

Se 0 0039 0,014 0,010 0,007 0,008

16  CO-LA Mean 23 1475 1253 407 320 0 52 146 0,260 0,161 0,164

Se 0 0037 0013 0,010 0,007 0,007

17  CO-LL Mean 25 1,067 1,162 297 226 0 24 79 0,173 0,105 0,107

Se 0 0042 0,011 0,009 0,006 0,007

18  CO-AB Mean 18 1,205 1,158 332 332 0 26 88 0,187 0,110 0,113

Se 0 0042 0,010 0,009 0,006 0,006

Escallonia 19  CO-LM Mean 25 1,372 1,222 378 290 1 35 118 0,231 0,142 0,145
virgata Se 0 0040 0,013 0,010 0,007 0,007
20  CO-PLA Mean 50 1,713 1,245 472 385 5 73 184 0,266 0,160 0,162

Se 0 0030 0013 0,009 0,007 0,007

21  CO-CR2 Mean 14 0,909 1,157 251 251 0 12 49 0,167 0,102 0,106

Se 0 0042 0,011 0,009 0,006 0,007

22  CO-CC Mean 21 1,470 1,234 405 289 0 46 139 0,243 0,149 0,152

Se 0 0038 0013 0,010 0,007 0,007

23 CO-<CT Mean 20 0,817 1,090 226 226 2 14 48 0,108 0,062 0,064

Se 0 0042 0,008 0,007 0,005 0,005

Mean 1,292 1,198 3565  287.1 1,1 373 112,4 0,211 0,128 0,131
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TABLA 5.- Distancia genética de Nei entre las poblaciones de cada especie de Escallonia.

Escallonia calicottiae

Escallonia virgata

RC-MS RC-CS RC-CC RC-OMS RC-PY RC-AS RC-VO RC-PI RC-PA RC-VG RC-RP RC CA1 RC-CA2|CO-RC CO-CR1 CO-LA CO-LL CO-AB CO-LM COPLA CO-CR2 CO-CC CO-CT
RC-MS | 0,000
RC-CS | 0,005 0,000
RC-CC | 0,042 0,044 0,000
RC-OMS| 0,021 0,016 0,058 0,000
RC-PY | 0,017 0013 0044 0018 0000
fscatonia | RCAS [ 0.008 0,009 0026 002 0016 0,000
";a ;f"a RC-VQ | 0,024 0027 0015 0040 0029 0,013 0,000
cafcol®ae | pc.pl | 0,010 0,006 0,048 0009 0010 0014 0,029 0,000
RC-PA | 0,063 0,064 0,037 0076 0062 0044 0,038 0066 0,000
RC-VG | 0,066 0070 0,096 0076 0067 0,067 0075 0068 0,124 0,000
RC-RP | 0,013 0017 0046 0035 0028 0016 0030 0025 0,089 0,049 0,000
RC CA1| 0,047 0,045 0039 0,054 0043 0036 0,040 0049 0,055 0,080 0046 0,000
RC-CAZ | 0,011 0,010 0,048 0019 0014 0015 0,030 0010 0,071 0,046 0,019 0,043 0,000
CO-RC | 0,013 0,022 0048 0038 0033 0018 0028 0027 0070 0050 0012 005 0,023 | 0,000
CO-CR1| 0,020 0032 0,054 0048 0042 0025 0034 0037 0,077 0,058 0078 0062 0033 | 0,006 0,000
CO-LA | 0,024 0,035 0,053 0053 0045 0028 0,034 0041 0,080 0052 0017 0060 0034 | 0,008 0008 0,000
COLL | 0015 0023 0034 0036 0032 0014 0024 0027 0,056 0,069 0,022 0039 0025 0018 0023 0,026 0,000
Escaflonia | CO-AB | 0,005 0,008 0034 0025 0021 0006 0020 0015 0,054 0061 0011 003 0014 | 0011 0020 0022 0,011 0,000
vigate | CO-LM | 0012 0022 0,046 0039 0033 0017 0028 0028 0067 0053 0,013 0046 0022 | 0009 0013 0014 0013 0011 0,000
CO-PLA| 0,012 0021 0,047 0037 0030 0017 0028 0026 0,069 0,048 0011 0048 0020 | 0,005 0,009 0007 0018 0,012 0,006 0,000
CO-CRZ| 0,012 0020 0,036 0033 0028 0011 0024 0024 0,05 0,066 0,019 0039 0021 | 0015 0021 0024 0005 0009 0,012 0,015 0,000
CO-CC | 0,015 0,025 0047 0,043 0036 0019 0027 0031 0070 0055 0074 005 0,027 0005 0005 0005 0020 0015 0011 0005 0018 0,000
co-CT | 0,010 0012 0036 0025 0021 0007 0025 0016 0,057 0,079 0,025 0042 0018 | 0,027 0035 0,040 0012 0010 0,022 0,02 0,011 0,029 0,000
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TABLA 6.- Valores del indice de Fijacion (Fst) entre las poblaciones de cada especie de Escallonia.

Escallonia calicottiae

Escalionia virgata

RC-MS RC-CS RC-CC RC-GMS RC-PY RC-AS RC-VQ RC-PI RC-PA RCVG RC-RP RC_CA1 RC-CA2|CO-RC CO-CR1 CO-LA CO-LL CO-AB CO-LM CO-PLA CO-CR2 CO-CC CO-CT
RC-MS | 0,000
RC-CS | 0,047 0,000
RC-CC | 0,158 0,203 0,000
RC-OMS| 0,129 0,098 0,264 0,000
RC-PY | 0,114 0,076 0,159 0,010 0,000
Escallonia RC-AS | 0,068 0,081 0,039 0,145 0,085 0,000
licotiiae RCAQ | 0,207 0,246 -0003 0294 0218 0,096 0,000
ca RC-PI | 0,726 0,069 0,243 0,000 0,037 0,151 0,268 0,000
RC-PA | 0,721 0,168 0,015 0,208 0,095 -0,008 0057 0206 0000
RCG | 0,288 0341 0333 0266 0237 0,303 039 0,337 0294 0,000
RC-RP | 0,063 0,137 0,134 0145 0,921 0,101 0224 0213 0070 0,709 0,000
RC CA1( 0,148 0179 0113 0146 0065 0091 0,192 0,201 0004 0,18 0064 0,000
RC-CA2| 0,094 0,094 0,162 0047 0031 0119 0236 0,087 0120 0,119 0,081 0,053 0,000
CORC | 0,090 0,95 0,185 0213 0,198 0,133 0227 0,242 0145 0207 0,021 0,56 0,961 | 0,000
COCR1| 0,143 0,262 0235 0268 0252 0,190 0,269 0,298 0200 0,249 0,055 0,211 0,217 (0,010 0,000
CO-LA | 0,750 0,259 0,202 0,25 0239 0,188 0251 0303 0175 0,205 0032 0,84 0,199 (0,028 0,026 0,000
CO-LL | 0,091 0,193 0,161 0240 0210 0,099 0209 0,243 0,143 0321 02119 0,962 0,78 |0,110 0,50 0,757 0,000
Escaffonia | CO-AB | 0,024 0,074 0111 0,147 0,124 0,037 0174 0,161 0060 07245 0034 0,083 0,095 0061 0,124 07124 0,062 0,000
virgata CO1M | 0,091 0,198 0,181 0220 0,998 0,141 0231 0,254 0,134 0207 0035 0,937 0,51 0,049 008F 0070 0076 0068 0,000
CO-PLA| 0,084 0,174 0149 0,182 0,165 0,129 0,199 0,217 0104 0,764 0008 0,709 0,724 (0,019 0042 0,023 0,099 0069 0,022 0,000
CO-CR2| 0,076 02177 00168 0,220 0,788 0,073 0,212 0,228 0,131 0310 0,098 0,141 0,751 (0,087 0,138 0,46 0,003 0,040 0,076 0,084 0,000
co-CC | 0,703 0214 0175 0229 0206 0,143 0222 0,264 0,139 0213 0022 0,59 0,70 |0006 0003 0,002 0,224 008 005 0015 0,114 0,000
CO-CT | 0,097 0125 0,267 0245 0204 0070 0263 0,196 0273 0452 0224 0266 0,182 |[0237 0301 029 0142 0105 0211 0202 0,129 0,251 0,000
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TABLA 7.- Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) para las especies E. callcottiae

y E. virgata.
Fuente de d.f. Sumade Componente Porcentaje indice Valor p
variacion cuadrado sde de de
S variacion Variacion  fijacion
Entre 1 1.013.743  395.237 Va 6,970 0,110 0,00000+-
especies 0,00000
Entre 21  3.167.264 580.182 Vb 10,230 0,172 0,00000+-
poblaciones 0,00000
dentro de
cada
especie
Dentro de 403 18.923.422 4.695.638 Vc 82,800 0,070 0,00293+-
las 0,00164
poblaciones
Total 425 23.104.430 5.671.058 100
Deltak = mean(|L"(K)}|) s sd(L{K})
140
120
100
80|
!
2 ool
R
20} \
of ' S—
2 3 1 5 6 7 8 9

K

FIGURA 5.-Grafico obtenido en el programa STRUCTURE 2.3.3. (Pritchard et al.

2000) que grafica las probabilidades de obtener entre 1 a 9 grupos genéticos, se

observa mayor probabilidad de un K=2.

31



1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00 - —
¢ @8gFr e 9 g5 5983 8§ ¥ s 3 2 3 3 &8 b
E E828f & £ 28982 .SuwBm S 8 8 8 s 8 8 8

E. callcottiae (Cluster 2) E. virgata (Cluster 1)

FIGURA 6.- Barplot obtenido en el programa SRUCTURE 2.3.3. (Pritchard et al. 2000) con K=2 y los porcentajes de

asignacion por individuo para cada grupo genético (cluster 1=rojo, cllster 2= verde).
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TABLA 8.- Porcentaje de asignacion de las poblaciones en estudio a los clusteres
dados en el programa STRUCTURE 2.3.3.

POBLACION Claster 1 Claster 2 Numero de
individuos
RC-MS 0,324 0,676 31
RC-CS 0,056 0,944 26
RC-CC 0,123 0,877 4
RC-QMS 0,015 0,985 5
RC-PY 0,019 0,981 6
RC-AS 0,143 0,857 24
E. callcottiae | RC-VQ 0,184 0,816 25
RC-PI 0,018 0,982 29
RC-PA 0,131 0,869 2
RC-VG 0,425 0,575 6
RC-RP 0,528 0,472 9
RC-CAl1 0,173 0,827 3
RC-CA2 0,157 0,843 12
CO-RC 0,658 0,342 27
CO-CR1 0,726 0,274 21
CO-LA 0,784 0,216 23
CO-LL 0,427 0,573 25
E. virgata CO-AB 0,330 0,670 18
CO-LM 0,656 0,344 25
CO-PLA 0,670 0,330 50
CO-CR2 0,394 0,606 14
CO-CC 0,697 0,303 21
RC-MS 0,051 0,949 20
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E. callcottiae

E. virgata

E. callcottiae

FIGURA 7- Redes de NeighborNet obtenido en SplitsTree con los agrupamientos por individuo de las especies, en violeta E.

callcottiae, y en Azul E. virgata.
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FIGURA 8.- Andlisis de coordenadas principales (PCoA) para las 2 especies. Desde la poblacién 1 hasta la 13, marcadas en

tonalidades de violeta corresponden a la especie E. callcottiae, las poblaciones desde la 14 hasta la 23, en tonalidades de
Azul pertenecen a la especie E. virgata
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DISCUSION
El analisis de AFLP fue muy eficaz en la deteccion de la variacion genética en el
genoma de Escallonia, se utilizaron seis combinaciones de partidores obteniendo
un buen nuamero de fragmentos de ADN polimorficos.

MoDOS DE ESPECIACION Y DIVERSIDAD GENETICA

Las islas oceéanicas ofrecen numerosas oportunidades para la comprension de los
patrones y procesos de la evolucion organica, proporcionando una configuracion
espectacular para testear hipotesis evolutivas y biogeograficas a través de la
identificacion de diferencias genéticas (Emerson 2002), que surgen dentro y entre
las poblaciones mediante los procesos de deriva genética o seleccion natural
(Whittaker & Fernandez-Palacios 2007; Bramwell & Caujapé-Castells 2011). Por
esto los mecanismos de especiacion en islas oceanicas juegan un importante papel
en los niveles de variacion genética de las especies, por ejemplo, en una isla con
baja heterogeneidad de hébitat, como es Robinson Crusoe, la poblacién original
puede ampliarse y extenderse sobre la isla, acumulando eventualmente cambios
morfolégicos y genéticos que finalmente se consideran taxondémica y
biolégicamente como una nueva especie (Stuessy et al. 1990). En el caso del
Archipiélago de Juan Fernandez se ha descrito dos mecanismos de especiacion de
la flora endémica, Anagénesis y Cladogénesis (Stuessy et al. 1990). Las
consecuencias genéticas de tales eventos son la divisién del conjunto genético
original en subconjuntos, en el caso especifico de la anagénesis, la poblacion
original puede ampliarse y extenderse por la isla, acumulando eventualmente
cambios morfoldgicos y genéticos que se consideran taxondmica y bioldgicamente

como una nueva especie (Stuessy et al. 2006).

En el caso de la especiacién anagenética, Stuessy et al. (1990) sugiere que la
especie derivada posee valores de diversidad genética ligeramente diferentes a la
especie progenitora. Los valores obtenidos para los indices de heterocigosidad (He)
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y Diversidad de Shannon (I) en Escallonia callcottiae (He 0,099; I: 0,163) en isla
Robinson Crusoe son levemente menores a la especie parental continental E.
virgata (He 0,128; I: 0,211), evidenciando lo propuesto por Stuessy et al. (1990). Sin
embargo, la magnitud de la diferencia entre estos valores es mayor que la reportada
en otras especies anagenéticas del archipiélago de Juan Fernandez, como sucede
en las especies Myrceugenia schulzei (68,37 SDI, distribuida en isla Alejandro
Selkirk) respecto de su parental continental M. colchaguensis (63,77 SDI) (Lépez-
Sepulveda et al. 2013). En el caso del género Drimys J.R.Forst. & G.Forst. en el
Archipiélago de Juan Fernandez, la diversidad genética fue estimada a través de
AGDOL (diversidad genética promedio sobre loci), con valores para la especie D.
confertifolia en isla Robinson Crusoe (0,24) ligeramente superior a las especies mas
relacionadas en el continente D. andina (0,20) y D. winteri (0,17) (LOpez-Sepulveda
et al. 2015b). Sin embargo, el patron de E. callcottiae es méas similar a los obtenidos
para la especie Rhaphithamnus venustus, que en isla Robinson Crusoe presento
valores inferiores a los obtenidos en R. spinosus en el continente (50,38 SDI; 60,58
SDI respectivamente) (Lépez-Sepulveda et al. 2017). Este patrdn se repite en islas
como Ullung en Corea del Sur, en las especies del género Acer, donde la especie
islefia A. takesimense (He 0,38) tenia un valor muy cercano en términos de
heterocigosidad al parental A. pseudosieboldianum (He 0,40) (Takayama et al.
2013).

Las diferencias observadas en los patrones de diversidad genética de las distintas
especies de origen anagenético, pueden estar relacionadas con diversos factores
como son aquellos de tipo historicos, formas de vida y reproduccion, asi como tipos
de dispersion. Por ejemplo, en Escallonia callcottiae la dispersiébn es mediante
anemocoria, mientras que en Drimys confertifolia y Rhaphithamnus venustus, es a
través de autocoria (Bernardello et al. 2006). Respecto a la forma de vida, Escallonia
es un arbusto, mientras que Myrceugenia schulzei, Drimys confertifolia y
Rhaphithamnus venustus son especies arboreas. Ademas, las flores tanto de D.
confertifolia como M. schulzei son dialipétalas mientras que las flores de R. venustus

y E. callcottiae son mas gamopétalas.
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DiSTANCIA GENETICA

Ruiz et al. (2004) plante6 para el Archipiélago de Juan Fernandez, que debido a las
diferentes edades geoldgicas de las dos islas principales y sus diferentes distancias
con Chile continental, la distancia genética entre el progenitor continental y la isla
de mayor edad geoldgica (Robinson Crusoe, cuatro millones de afos), debe ser
mayor que entre el continente y la isla mas joven (Alejandro Selkirk, 1-2 millones

de afios).

Los valores obtenidos para la distancia genética, en las especies estudiadas de
Escallonia, entre las poblaciones de la isla y del continente son bajos, con un
promedio de Fst de 0,151. La mayor diferencia observada ocurre entre poblaciones
de E. callcottiae con un Fst de 0,141, mientras en la especie continental E. virgata
es de 0,096.

Los valores observados en Escallonia son menores a los registrados entre la
especie Drimys confertifolia distribuida en Isla Robinson Crusoe respecto de la
especie continental Drimys andina, que muestran un valor de Fsr igual a 0,204,
mientras que para el par D. confertifolia-D. winteri el valor de Fst es igual a 0,266
(L6pez-Sepulveda et al. 2015b). Valores mas cercanos al par E. callcottiae-E.
virgata se observan entre las especies de Rhaphithamnus venustus y R. spinosus
las cuales presentan un valor promedio de Fst entre pares de poblaciones de 0.186
(L6pez-Sepulveda et al. 2017).

Los bajos valores del indice de fijacion Fst obtenidos en E. callcottiae en relacion a
otras especies insulares, podrian estar evidenciando un mayor flujo génico entre las
poblaciones, menor al que se registraria entre las especies insulares y
continentales. Esto es respaldado por la distancia de Nei, donde se aprecian valores
muy bajos entre las poblaciones de las especies estudiadas, no superando el 0,100,
lo que implicaria una baja distancia genética en términos de diferencias
mutacionales entre las especies. Hay que destacar la baja estructuracion observada
entre las poblaciones de la especie E. virgata, lo que podria estar dando cuenta de

un importante flujo génico en esta especie continental.
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ESTRUCTURA GENETICA

El cluster 1 (rojo) se encuentra compuesto por casi la totalidad de las poblaciones
de E. virgata (seis poblaciones) y 1 poblacién de E. callcottiae (RC-RP), esta ultima
poblacion corresponde a aquella con menor altitud de las recolectadas, con 159
msnm. Por otro lado, en el cliuster 2 (verde) mayormente representado por la
especie E. callcottiae y las 4 poblaciones restantes de E. virgata (CO-LL, CO-AB,
CO-CR2 y CO-CT), tres de estas (CO-LL, CO-AB, CO-CR2) ubicadas sobre los
1200 msnm en la zona cordillerana entre a Region del Biobio y Region de la
Araucania. La poblacion camino a Trongol (CO-CT) es la que mas comparte
estructura con las poblaciones de isla Robinson Crusoe y se localiza en la costa de
la octava Region (Cordillera de Nahuelbuta), es la poblacion con la menor altura a

400 m s.n.m. muy similar a la altura de las poblaciones de la Isla.

Los patrones de agrupacion de los individuos de E. callcottiae y E. virgata son
menos estructurados que los patrones de agrupamiento genético observados en
especies como Drimys confertifolia - D.andina - D. winteri, o bien en Myrceugenia
schulzei - M. fernandeziana - M. colchaguensis, o en Rhaphithamnus venustus - R.
spinosus, donde casi la totalidad de los individuos se separan en grupos genéticos
de poblaciones insulares y continentales (Lopez-Sepulveda et al. 2013, 2015b,
2017).

IMPLICACION EN LA CONSERVACION
Stuessy et al. (1998) sefiala que la pérdida de area superficial mas severa a largo
plazo en la Isla Robinson Crusoe, se debe al hundimiento de esta cuando la Placa
de Nazca se arrastra hacia el este y subduce bajo el continente sudamericano
(Gonzalez-Ferran 1987). Por lo tanto, la erosion y el hundimiento alteran, lenta e
inexorablemente, el espacio disponible para los organismos. De esta forma la isla
Robinson Crusoe pudo haber sostenido muchos mas taxones que los presentes
hoy, en otras palabras, durante los ultimos tres o cuatro millones de afios,
probablemente ha perdido el 95% de la superficie original, disminuyendo su altitud
en 2.000 metros, produciendo la pérdida de numerosos ambientes, lo que ha
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provocado la “contraccidén” de la distribucion de muchas especies endémicas como
ocurre en los géneros Erigeron, Gunnera, Robinsonia y Escallonia. Por esto razén,
taxones que tienen pocos individuos y una base genética restringida son mucho
mas susceptibles a la extincion en condiciones ambientales cambiantes (Stuessy et
al. 1998), por lo que es importante su proteccion, especialmente frente a los cambios

climaticos.

Los valores de diversidad genética en Escallonia callcottiae muestran a la poblacion
de Piedra Agujereada (RC-PA) como aquella con menores valores de diversidad
(He:0,72; 1 0,96), mientras que la poblacion de Ramplones (RC-RP9) presento los
valores mas altos de diversidad genética. En relacion a los valores detectados para
el numero de bandas localmente comunes tanto para el 25% y 50%, el cual se
interpreta como el niumero de bandas exclusivas en cada poblacién considerando
el respectivo porcentaje de representacion en la muestra total de dicha poblacion,
la localidad de Piedra Agujereada muestra los menores valores con 1 y 4 bandas
respectivamente, mientras la poblacion de Mirador Selkirk resulto ser aquella con
mayores valores para estos indices, con 39 y 123 bandas respectivamente.
Considerando estos valores, el contexto general que entregan los datos de este
trabajo y los antecedentes en otras especies de la Isla Robinson Crusoe (L6pez-
Sepulveda et al. 2013, 2015b, 2017) se propone la conservacion de las poblaciones:
a) Mirador de Selkirk, debido al valor que le otorga la presencia de un nimero
considerable de alelos propios, esta localidad presenta ademas altos valores de
diversidad genética, b) Ramplones, y ¢) Cerro Centinela, considerando los altos

valores de diversidad genética que ambas poblaciones presentan.
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CONCLUSION

Los valores obtenidos tanto en Heterocigosidad como el indice de Diversidad de
Shannon, cumplen con los patrones propuestos para el tipo de especiacion
anagenética. Siendo los valores de diversidad genética menores en E. callcottiae
respecto de E. virgata. Por lo tanto, se acepta la hipotesis El patron observado en
la especie insular es muy similar al obtenido en Rhaphithamnus venustus, lo que
podria sugerir para E. callcottiae un proceso de colonizacién reciente en isla
Robinson Crusoe. Este proceso se veria respaldado por la presencia de un alto flujo
génico (Fst) entre las poblaciones de la isla con las poblaciones continentales,
sumado a una baja diferencia en términos de distancia de Nei, provocando una baja
estructuracion genética entre la especie derivada y progenitora, evidenciada en la
ausencia de una separacion clara entre las poblaciones de ambas especies. Esto
también se observa en las redes de NeighborNet donde las especies se encuentran
agrupadas muy cercanamente, incluyendo individuos de E. callcottiae en el

agrupamiento de E. virgata.

Finalmente se propone la conservacion de 3 poblaciones, Mirador de Selkirk,
Ramplones y Cerro Centinela debido al valor que le otorga la presencia de un
namero considerable de alelos propios, y los altos valores de diversidad genética
gue presentan las poblaciones.
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