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RESUMEN

El establecimiento de una nueva poblacién a partir de un pequefio nimero de individuos
que derivan de una gran poblacién de origen se conoce como efecto fundador. Unas de
las consecuencias a nivel genético es la reduccién de la heterocigocidad, cambia I‘as
frecuencias alélicas en la poblacidon fundadora en relacién a la poblacion original, vy
ademas pueden presentar modificaciones en caracteres morfologicos en el nuevo
habitat. En Chile, no se ha reportado estudios que muestren efectos fundadores en
forma natural, sin embargo, el trasporte de propégulos por causas humanas han
producido efectos fundadores artificiales. Uno de estos se ha observado en la especie
Diuca diuca (Molina, 1782), la cual fue introducida a Isla de Pascua por misioneros en
1928, siendo actualmente el ave introducida mas abundante en este lugar. El objetivo

del presente estudio fue de determinar diferencias genéticas vy mﬂo_lé_gicas de

individuos de Diuca diuca establecida en Isla de Pascua con individuos de dos localidades
ubicadas en Chile Continental, a saber, |la Rinconada de Maipu (Region Metropolitana} y
Fray Jorge (Region de Coquimbo). Para esto se utilizaron secuencias de sectores
mitocondriales (Regidn control y ND2), nucleares (microsatélites) y ademds de medidas
morfoldgicas de los tres sitios muestréales. Se observd que las aves de Isla de Pascua
poseen el pico mas largo, las alas mds grandes y el tarso mas corto cuando se comparan
con los individuos del continente (P< 0.05). En relacion a los caracteres genéticos, se

encontrd una baja diversidad alélica/haplotipica en los marcadores utilizados, y que




ademas existe una estructuracién significativa entre las localidades (P < 0.001). Estos
resultados sugieren que las diferencias genéticas encontradas estarian relacionadas con
el efecto fundador, reflejado en la baja variabilidad genética observada; las diferencias
morfoldgicas se relacionarian con caracteristicas asociadas a la plasticidad de los rasgos

relacionados a las nuevas condiciones ambientales.




ABSTRACT

The establishment of a new population founded by a few individuals coming from a large
population of origin is known as the founding effect. Genetic consequences of the
founding effect are reduction of heterozygosity, the change of allelic frequencies and it
can also change'the morphological characters of the populations in the new habitat. In
Chile, literature do not report the presence of natural founding effects, however, the
transport of propagules or adults by human have produced an artificial founding effect.
One of these has been observed in the Diuca diuca {(Molina, 1782), which was introduced
to Easter Island by missionaries in 1928, and is currently the most abundant bird
introduced on the island. The objective of this study was o characterize Diuca diuca
established in Easter Isiand and to compare with individuals from two localities from in
continental Chile, namely the Rinconada de Maipud {Metropolitan Region) and Fray Jorge
(Coquimbo Region). For this, sequences of the mitochondria (Control Region and ND2),
and variability of nuclear loci (microsatellites) and in ad_dition with morphological
measurements of the three sample sites were used. It was observed that D. diuca of
Easter Island have the longest beak, the largest wings and the shortest tarsus when
compared with the mainland individuals (P < 0.05). In relation to the genetic traits, a low

allelic / haplotypic diversity was found in the markers used, and there is also a significant

structuring between the localities (P <0.001). These results suggest the presence of a




founding effect. In addition, morphological modifications observed in Easter Island

suggest phenotypic plasticity of the characters which allows survival in this environment

Xii




INTRODUCCION

El establecimiento de una nueva poblacidén generada por un pequefio nimero de
individuos proveniente de una gran poblacién de origen se conoce como efecto
fundador, concepto acufiado por Mayr en 1963. Esta nueva poblacién establecida porta
una pequefia proporcidn de variacion genética contenida dentro de la poblacién original
(Eales et al. 2008), mostrando generalmente un menor niimero de alelos, una reducida
heterocigocidad (H) y modificaciones en las frecuencias alélicas en la poblacién
fundadora en relacion a la poblacién original (Nei et al. 1975; Wright 1931). Se ha
descrito que el efecto fundador puede generar cambios en los rasgos morfologicos
promedios en las poblaciones colonizadoras (Kolbe et al. 2012). Por ejemplo, en
poblaciones insulares de aves terrestres se ha descrito que éstas muestran aumento o
disminucidn en el largo del pico, tarso o alas en comparacion a poblaciones continentales

de algunas especies similares (Abbott 1980),

El efecto fundador generalmente se produce por un proceso de dispersion de unos pocos
JIndividuos, ya sea por causas naturales o producida por el hombre. Uno de los casos mas
conocidos de dispersion es el descrito para los pinzones de Darwin, en donde
naturalmente existié una expansion efectiva de su rango geogréfico. En la actualidad
Galapagos presenta 15 especies del género Geospiza (Grant & Grant 2001), y estudios
moleculares recientes han demostrado que todos forman un tnico linaje, exclusivo de la

familia de los fringilidos, cuya poblacion antecesora de los pinzones actuales habria




llegado hace unos 2 a 3 millones de afios, procedentes desde Venezuela, Bolivia o
Ecuador (Sato et al. 2001). Es importante indicar que Darwin observd las diferencias en
los picos de estas aves (Darwin 1839), evidencia que llevé a Peter Grant y Rosemary
Grant a estudiar mas profundamente a los pinzones. Décadas de investigacion dieron
como resultado que dichas diferencias, se deben principalmente a cambios en la
estructura del pico, asociado a cambios en la habilidad de alimentacion y nichos de
alimentacidon que la diferenciacion de pinzones ha llegado a tener Galdpagos en la
actualidad (Grant 1994). Ademas, esta respuesta se relaciona con los drasticos cambios
en su entorno relacionados con periodos de sequia o de precipitacion (Grant & Grant

1993).

Otro medio por el cual individuos puede ampliar su rango de distribucién es a través de
la introduccion de especies por accion humana (Sakai et al. 2001). En este caso, la
introduccién puede ser accidental o intencionada, pudiendo ser clasificada desde una
especie exdtica a una especie invasiva. Durante el proceso de invasion, una especie debe
cumplir varias etapas; al ser transportada con éxito desde su area de origen hasta un
territorio nuevo, la especie sera catalogada como exdtica (Mack et al. 2000; Kolar &
Lodge 2001). Se considera como introducida a la especie que sobrevive a la dispersién y
que estan en condiciones de fundar una nueva poblacién (Blackburn et al. 2011; Duncan
et al. 2003). Ya establecida, Ia especie se convierte en naturalizada cuando comienza a
reproducirse y crecer en ntiimero (Henderson et al. 2006). Finalmente, una especie se

define como invasora sélo cuando es capaz de expandirse en el nuevo rango geografico




y afectar a otras especies. Es importante indicar que no todas las especies introducidas
pueden desencadenar procesos de invasion y solo una proporcion de ellas se dispersan

vy se convierten en invasoras {Capdevila et al. 2013).

Para lograr pasar todas las etapas, las especies introducidas cuentan con atributos que
les permiten adaptarse y sobrevivir en las nuevas condiciones ambientales, entre los
cuales se encuentra las elevadas tasas de crecimiento y reproduccion, facilidad para
hibridar con otras especies permitiéndoles aumentar su variabilidad genética, vy
finalmente la flexibilidad y plasticidad de caracteres fenotfpicos {Duncan et al. 2003). El
desarrollo de ésta tltima caracteristica le otorga alta posibilidad de supervivencia frente
a las nuevas condiciones ambientales. En este sentido, la plasticidad fenotipica, definida
como la capacidad de un genotipo para modificar su fenotipo a través de los ambientes,
puede permitir a los organismos hacer frente a la variacion ambiental mediante el ajuste
de rasgos como las defensas, la tolerancia al frio o comportamiento de alimentacidn,
resultando en un aumento de la supervivencia y rendimiento (Pigliucci et al. 2006). Las
respuestas de plasticidad en un organismo incluyen cambios en el comportamiento,
fisiologia, morfologia, crecimiento, variacion en rasgos de historia de vida, demografiay
pueden ser expresadas ya sea dentro de la vida de un solo individuo (Young et al. 2003}
como a través de generaciones (Agrawal et al. 1999). Estos cambios son permanentes, a
diferencia de la flexibilidad fenotipica, la cual es reversible y varfa en el tiempo como
respuesta a oscilaciones ambientales. Un ejemplo de flexibilidad en el caracter es lo que

ocurre con el plumaje de algunas aves frente al cambio estacional, como el plumaje




invernal, este es reversible frente al cambio de temporada (Piersma & Drent 2003;

Niinemets et al. 2003).

Un ejemplo de introduccién de especies, es el que se ha descrito en los lagartos del
género Anolis introducidos en el Caribe. Las nuevas generaciones de lagarto modificaron
algunos rasgos morfologicos, principalmente e! largo de sus extremidades posteriores,
acortandolas producto del cambio de vegetacion (Kolbe et al. 2012). En este caso, la
poblacion original habita una vegetacion de mayor tamaiio (drboles) y en el caso de las
islas, donde la especie fue introducida, la vegetacion presente es de un tamaiio mucho
mas reducido {malezas). La necesidad de sobrevivir a este nuevo ambiente causé la
modificacion en el tamafio de sus extremidades, lo cual favorece a los lagartos
otorgandole una mayor velocidad para escapar de sus depredadores en las Islas (Losos
2009; Kolbe et al. 2012). Ademas, las especies introducidas pueden presentar diferencias
en la diversidad genética, como lo ocurrido con el pinzon cebra (Taeniopygia guttata) un
ave de jaula (mascota) la cual muestra una pequefia pérdida ‘de alelos comparada con la
poblacion salvaje (Blackburn et al. 2009). Otros estudios en el gorrion (Passer
domesticus) en Norte América y el verderdn europeo Carduelis chioris en Nueva Zelanda

muestran en general un patron similar de baja diversidad genética (Merila et al. 1996).

El impacto que causan las especies invasoras son tanto econdmicos como ambientales.
En Chile, se encuentra una gran cantidad de estas especies {Quiroz et al. 2003),
sobresaliendo un anfibio, cinco aves y once mamiferos {SAG 2016). Uno de los mas

conocidos es lo que ocurre con los castores introducidos en la Patagonia Chile-Argentina,




donde la construccién de sus madrigueras en rios y lagos conlleva a una importante
modificacion del territorio ocasionando grandes dafios en los bosques nativos (Baldini et
al. 2008). También existen plantas vasculares invasivas (Arroyo et al. 2000), y animales
como anfibios (rana africana “Xenopus laevis”) y aves, entre ellas el caso més conocido
mundialmente es el gorridn comun {Passer domesticus) introducido desde Europa a

América del Sur {Skjelseth et al. 2007; Jaksic 1998).

Seguin la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), dentro de las
100 especies exdticas invasoras mas dafiinas, se encuentran tres aves, la mina comun
(Acridotheres tristis), el bulbul cafre (Pycnonotus cafer) y el estornino pinto (Sturnus
vulgaris). Los efectos de las especies invasoras suelen ser bien estudiados, sin embargo,
los cambios en la estructura genética de la poblacion y la dinamica de dichas especies
durante el proceso de invasidon rara vez se han investigado utilizando técnicas

moleculares (Lecis et al. 2008).

invasiones bioldgicas en territorio insular por accién humana

Las islas generalmente son usadas como laboratorios naturales, y como tales, los
estudios de las formas de la isla han hecho contribuciones importantes al desarrollo de
la teoria evolutiva general (Grant 2001). La biota de las islas remotas difiere de las del
continente de varias maneras, siendo en general pobres en especies y desarménicas

.

(peculiares en la composicién taxonémica), pero ricas en especies endémicas (Losos &




Ricklefs 2009). Es por esto que el alto endemismo presente en las islas puede ser
perjudicado por la introduccidn de especies exdticas, pérdida de habitat, depredacidn

por humanos y la propagacion de enfermedades (Whittaker & Fernandez 2007).

El establecimiento de las especies introducidas causa que [as islas se vuelvan mas
vulnerables frente a estos ataques, ya que permiten una mayor expansion geografica con
gran rapidez de la especie introducida, ya que en este nuevo ambiente no se encuentran
sus competidores y depredadores naturales de dicha especie. Es conocido que especies
que han sido llevadas desde el continente por accion humana han causado grandes

dafios en este tipo de habitat, como por ejemplo {as ratas y su depredacion sobre aves

. (Jones et al. 2008) o reptiles (Cree et al. i995). Gran impacto ha causado la introduccion

de gatos domésticos, por ejemplo; aquellos que fueron introducidos en Isla Maridn en
1949, los cuales mataron aproximadamente 400.000 aves anualmente, siendo
responsables de la extincién de 2 aves endémicas (Medina et al. 2011). En Chile, la
herbivoria del conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) ha modificado y dafiado el suelo

del archipiélago de Juan Fernandez {Camus et al. 2008)}.

Una de las islas mas remotas del planeta es Isla de Pascua o Rapa Nui (27° 09’ S, 109° 26’
W), ubicada en el sureste de Polinesia, a 2.250 km al este de la isla Pitcairn y a una
distancia de 3.700 km desde la costa de Chile. Esta isla de origen volcanico posee una
superficie aproximada de 163 km?, y su altura maxima es de 560 m en el cerro Terevaka

en el sector NorOeste de la isla (Jaramillo et al. 2008).




A pesar de poseer una gran riqueza cultural y arqueoldgica, la isla presenta uno de los

J
casos mas dramdticos de perdida de la biota nativa terrestre causados por la actividad

;
humana. Con la llegada de los polinésicos, gran cantidad de arboles fueron cortados para
ser usados en la labor de construccion y transporte de moais. Actualmente la avifauna

marina estd compuesta por 25 especies pertenecientes a 7 familias y 4 6rdenes (Flores
et al. 2014), no existiendo registro de avifauna terrestre nativa actualmente enla Isllja de
Pascua. En los tltimos afios, solo podemos encontrar aves introducidas, 11 especies
fueron llevadas desde Chile continental entre los afios 1888 y 1928 por los colznnos

misioneros para su alimentacidn y como aves ornamentales; hoy en dia se encuentran

cinco de estas especies: el gorridn {Passer domesticus), la paloma doméstica (Columba
;

livia), el tiuque (Milvago chimango), la perdiz chilena (Nothoprocta perdicaria) y la diuca
(Diuca diuca), ademas de la gallina (Gallus gallus} (Marin & Ciceres 2010). Por lo tanto,
i

estas especies introducidas, ofrecen la oportunidad de investigar procesos de eféctos

fundadores y cambios morfologicos con caracter adaptativo.

Organismo de estudio

Dentro de las aves introducidas, una de las especies que se destaca por su alta presencia

0
Hl

de individuos en Isla de Pascua es la diuca comun (Diuca diuca), un ave paseriforme del

sur de Sudameérica, la cual habita naturalmente la zona central de Chile desde Coquimbo

q

hasta Magallanes. La diuca comun habita en zonas de matorrales, semi abiertas y bordes
i




de bosque, dentro de Chile no tienen caracter migratorio, solo localmente en forma
altitudinal (Barros 1921; Jaramiilo 2008). En periodo de reproduccion vive en parejas,
pero durante e] resto del afio forman bandadas de numerosos individuos. La diuca puede
tener mas de una nidada por temporada, llegando a tres por afio, nidifica entre
septiembre y enero, de preferencia elije arboles con follaje frondoso, las nidadas
presentan de dos a cuatro huevos de color celeste verdoso {Marin 2011). En el
continente, la reduccién de la nidada se debe a la presencia de mirlos (Molothrus
bonariensi} que parasita los nidos de estas aves al igual que al chincol (Zonotrichia
capensis), eliminando los huevos y colocando los de ellas (Reed 1912). Su dieta estd
conformada de un 88% a 99% de semillas de pasto y un 33% de insectos (grillos y

saltamontes) {Lopez-Calleja et al. 1995; Barceld et al. 2016).

En Chile, podemos encontrar tres subespecies: la diuca comun (Djuca diuca diuca)
distribuida desde Coquimbo a Magallanes y de donde se sugiere pudo ser llevada a laIsla
desde esta zona; la diuca nortina {Diuca diuca crassirostris), distribuyéndose desde la Il
a la IV region; la diuca de Chiloé (Diuca diuca chiloensis), habitante de la Isla de Chiloé

(http://www.avesdechile.cl). En Isla de Pascua, Johnson et al. (1970) fueron los primeros

que informaron la presencia de Diuca diuca, indicando que pudo haber sido introducida
en 1928, junto a otras aves exoticas, y plantean que pudo ser llevada por misioneros
desde Valparaiso de donde salian las embarcaciones hacia la isla. En la literatura no se

cuenta con registros de la cantidad de individuos que fueron introducidos a la isla, pero
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i

se presume que debieron de ser pocos ya que la finalidad de esta ave era ser usada como

ave ornamental (ave de jaula). i

En Isla de Pascua, la diuca es conocida por los algunos lugarefios como “manu puhi”

(pdjaro silbador), actualmente es el ave introducida mas abundante llegando a sc;r 77
veces mas abundante que [a perdiz chilena (Jaramillo et al. 2008; Marin & Caceres 2510).
Es comtn observar que en Isla de Pascua las diucas se alimentan de semillas, polillas y
restos de comida y algunos frutos (observaciones personales), sin embargo, no se
conocen aspectos bésicos de su biologia, tales como dieta, reproduccidn y conduci;a en
esta localidad. Es por esto, que estudiar las diferencias tanto morfoldgicas cBmo
genéticas entre las aves presentes naturalmente en el continente y aquellas que viven

actualmente en la isla nos permitird determinar cuan diferentes son genéticamente y

como la insularidad podria estar afectando rasgos morfolégicos de las mismas.




HIPOTESIS

Asumiendo la introduccion de un bajo nimero de individuos de la especie Diuca diuca
desde Chile continental hasta Isla de Pascua, la poblacion actual de D. diuca presente en

la isla presenta menor diversidad genética y cambios morfolégicos con respecto a

poblaciones de Chile central.
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OBIETIVOS i

o Objetivo General

i
Caracterizar genética y morfologicamente individuos de Diuca diuca establecida en Isla
- il

de Pascua y compararla con individuos de dos localidades ubicadas en Chile Contineﬂntal,
a saber, la Rinconada de Maipti (Regién Metropolitana) y Fray Jorge (Regién de

Coquimbo). b

. Objetivos especificos ;

- Comparar caracteres morfoldgicos y genéticos de ejemplares de D. diuca

provenientes de Isla de Pascua, Rinconada de Maipu y Fray Jorge. i

- Determinar la diversidad genética de individuos de Diuca diuca provenientés de

Isla de Pascua, Rinconada de Maipu y Fray Jorge. i
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se capturaron 54 individuos de Diuca diuca en Isla de Pascua (27°08’ S; 109°25’ W), 58
individuos desde el Peral Ojo de Agua (secano costero de Ovalle) cercanias del Parque
Fray Jorge, Region de CoqL;imbo (30°33’ §; 71°39° W) y 6 individuos en el Fundo
Rinconada de Maip de la Universidad de Chile (33°29’ S; 70°49’ W). Para simplificar en
los graficos y tablas, se utilizard “IP” para denominar al sitio Isla de Pascua, “FI” al sitio
Peral Ojo de Agua de Fray Jorge y “RN” a Rinconada de Maipu. Es importante indicar que
adermnas se visité tres veces el Parque El Panul ubicado en la comuna de La Florida (Regidn
Metropolitana) pero la captura de las aves no fue exitosa. Las fechas de muestreo para
cada localidad fue: desde el 25 de junio al 09 de julio de 2015 en IP, para Fl se realizé una
campafia entre 18 al 21 de diciembre del mismo afio y una segunda entre el 13 al 18 de
enero de 2016; finalmente para RN se muestreo desde el 25 al 28 de enero de 2016; los
horarios de muestre fue al amanecer (06 am) y al atardecer (18 pm), dias lluviosos con
vientos o muy calurosos no se abrian las redes para no lastimar a las aves. Las aves fueron
capturadas utilizando redes de niebla especiales para paseriformes de 9 x 3m con luz de
malla de 30mm, la cantidad de redes varié en cada localidad (entre 3 y 5), siguiendo los
estandares protocolares de captura y manipulacién de aves (Ralph et al. 1996). Este

muestreo se realizé con los permisos respectivos del Servicio Agricola y Ganadero

(N2:78/2015).
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Se obtuvo las siguientes medidas morfolégicas de los individuos capturados: largo del
tarso (Ltarso), largo de la cabeza (Lcab), narinas (Nar), a la altura del culmen se midid el
alto del pico (Alpico), largo (Lpico) y ancho del pico (Anpico) con un pie de metro digital
{(exactitud de 0.01mm). Las medidas de tamafio ademas del largo de la cola {Lcola) y el
largo del ala {Lala) se midieron con una regla metdlica (exactitud 0.1 mm). La masa
corporal se midié utilizando una balanza digital de 100 g (exactitud 0.1 g). Para mas
detalles ver Figura 1. Para disminuir un posible error producido por una asimetria
bilateral, se midid el largo del ala derecha y el tarso de la pata derecha a todos los

individuos.

De cada individuo se obtuvo una muestra de sangre desde la vena braquial del ala
derechay se le realizd una puncién con una aguja hipodérmica (NIPRO 25Gx1”} individual
para cada ave previa limpieza de la zona con alcohol. Después de realizado el proceso, el
sangrado se detuvo con un algoddn estéril. Para que la sangre no se coagule, se extrajo
con un capilar heparinizado (HIRSHMANN]) e inmediatamente fue depositada sobre una
tarjeta FTA (Whatman Bioscience, USA). Las tarjetas FTA fueron individualizadas y
almacenadas durante el terreno, para finalmente en el laboratorio realizar 1a extraccién
de ADN. Con el fin evitar muestrear dos veces el mismo individuo, estos fueron marcados
en la pata derecha con un marcador permanente no tdxico. Todo el procedimiento,
medidas y toma de muestra fue realizado solo por el autor de esta tesis para disminuir
el error en el muestreo y ademas para que la manipulacién del ave sea en un menor

tiempo posible.
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Figura 1: Esquema de las medidas morfolégicas A) narinas, ancho del pico; B} largo del
pico, alto del pico y largo de [a cabeza; C) largo del ala, D) largo del tarso y E) largo de la
cola.
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Andlisis morfologico

Para detectar posibles diferencias morfoldgicas entre los tres sitios estudiados, se realizé
un Analisis de Componentes Principales (PCA) y un analisis de Discriminacion Lineal (LD)
utilizando todas las mediciones estandarizadas. Este tipo de analisis permiten establecer
las variables contribuyen a explicar la varianza y describir algiin patron de segregacion

de los grupos dentro del espacio multivariado (Mackiewicz et al. 1993).

Para el PCA, las variables fueron estandarizadas siguiendo las recomendaciones de Grant
(2001) y Keller (2001). Estos autores indican que cada variable métrica se transforma a
logaritmo natural para estabilizar [as varianzas y para el caso de la variable masa corporal
{unidad de volumen}, el logaritmo natural se divide por tres. Estos datos se
estandarizaron a una media de cero y una varianza de uno para minimizar el efecto de
diferentes unidades iniciales (Shao et al. 2016). Considerando que este anadlisis requiere
cumplir con algunos supuestos, se realizd el test de levene para examinar la
homogenidad de las varianzas y un test de Shapiro-Wilks para examinar la normalidad
de las vari'abl'es. Los datos morfoldgicos no presentaron evidencias que permitieran
rechazar la hipétesis nula de normalidad y homogeneidad de varianza por lo tanto se

cumplen con los supuestos.

Para realizar un analisis cuantitativo, los scores de los dos primeros componentes (PC1ly
PC2) del PCA fueron utilizados como una variable dependiente y las localidades como

variables independientes en un ANOVA de una via con Permutaciones (1000

15




permutaciones). Como test a posteriori, se realizé comparaciones pareadas usando un
script de comparaciéon de medias usando permutaciones. Todos estos analisis se
realizaron en el software R (R Core Team 2017). De forma complementaria, se estimd
diferencias morfoldgicas entre la poblacidn insular y continente a través de un ANOVA
de una via para cada variable. Cada variable se estandarizd por el largo del tarso y se

utilizé un test de Tukey como test a posteriori.

En el caso del Analisis de Discriminantes, se utilizé la procedencia de los individuos para
maximizar las diferencias de los grupos (IP, RN y Fl) usando todas las variables
estandarizadas. Se utilizo {a funcién “predict” del Andlisis de Discriminante Linear para
determinar la probabilidad de pertenencia de los individuos a los grupos establecidos (IP,

FJ, RN).

Andlisis genético: Extraccion de ADN

Con el fin de evitar contaminacion, se cortd un cuadrado de 0.3 mm de |a tarjeta FTA con
hojas individuales de bisturi para cada individuo. La extraccion de ADN se obtuvo usando
el protocolo de extraccion de Sales (Aljanabi & Martinez 1997); la concentracion total de
ADN obtenido se cuantificd en un espectrofotémetro (NanoDrop® ND-1000). Para las

»

PCR, se realizaron diluciones de cada muestra para igualar las concentraciones a 50ng/pl.
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Determinacion del sexo

Para determinalr el sexo de las aves, se utilizé los primer descritos por Fridolfsson &
Ellegren (1999) (2550F: 5'-GTTACTGATTCGTCTA-CGAGA-3° y 2718R: 5'-
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3'). Para un volumen final de 15 pl de producto PCR se
utilizé 0.2 pl de TagDNA polimerasa Platinum {Invitrogen} (5U/ul), 1.5 pl de Buffer (10x),
1 pl de dNTPs (10Mm), 2 ul de MgCl2 (25mM), 1ul de cada partidor {(ambos a
concentracion de 10 pmol/ul) 2ul de DNA y 6.3 pl de agua miliQ hasta completar el
volumen final. Se utilizo el protocolo PCR descrito por Quintana et al. (2008} el cual
incluye una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 95°C por

30s, alineamiento a 50°C por 45s y una extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.8%,
finalizada la electroforesis se reveld la presencia de una banda para machos (ZZ) o dos

bandas que representan un patron femenino (ZW).

Secuenciacién de ADN mitocondrial

Se realizaron PCR para amplificar dos regiones del ADN mitocondrial, Se probaron 6
partidores mitocondriales (Sato et al. 2001; Sorenson et al. 1999) de los cuales
finalmente solo dos pares funcionaron: uno para la Region Control (L15725: 5’-AAR CCM

GAATGR TAY TTY CTW TTY GC-3’; H1251: 5°-TCT TGG CAT CTT CAG TGC CRT GC-3'} y otro
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para la subunidad 2 del complejo NADH deshidrogenasa (L5215: 5’-TAT CGG GCC CAT

ACC CCG AAA AT-3’; H6313: 5’-ACT CTT RTT TAA GGC TTT GAA GGC-3’).

Para- un volumen total de 25 ul de reaccién PCR, los productos usados fueron los
siguientes: 0.2 ul de TagDNA polimerasa Platinum (Invitrogen) (5U/ul}, 2.6 pl de Buffer
{10x), 2 pl de dNTPs {10Mm), 1.6l de MgCI2 (25mM), 1pl de cada partidor {ambos a
concentracién de 10 pmol/ul) 2pl de DNA y 14.6pl de agua miliQ hasta completar el
volumen final. Se utilizé el protocolo PCR descrito por Sorenson et al. (1999} el cual
incluye una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 95°C por
30s, alineamiento a 60°C para el partidor de la Regidn Control y 57°C para ND2 y 72°C
por 2 min y una extensién final a 72°C por 10 min. Los productos PCR se enviaron a

purificar y secuenciar a la empresa Macrogen (Corea).
Genotipificacion de Microsatélites

Se probaron 35 pares de partidores universales de microsatélites desarrollados para aves
por Dawson et al. {2010). De estos, 15 amplificaron para Diuca diuca, pero solo 7
resultaron polimaérficos. Para los marcadores microsatélites que funcionaron, el oligo
forward fue marcado con la cola M13F (-29) 5'- CACGACGTTGTAAAACGAC-3'. Los

fluoréforos utilizados para la cola M13, fueron FAM, VIC, NED y PET.

Los microsatélites fueron amplificados con un volumen final de PCR de 10.7 pL que
incluye 1.3 pL of 10x PCR buffer (Invitrogen), 0.5 pL de MgCl2 (50 mM) (Invitrogen), 0.5

pL de partidor reverse {50 ng/ul) y M13 {20 ng/pL), para el partidor forward se agregd
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0.2 pL {50ng/ul) (Applied Biosystems), 2.4 1L de dNTPs (2.5 mM) (Invitrogen), 0.5 L;L de

utilizé el siguiente programa PCR: 94°C por 5 min, seguido por 25 ciclos a 94°C por{l305,_
f
temperatura de alineamiento correspondiente a cada partidor (Tabla 1) por 40s, j72°C
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BSA (Albumina de Suero bovino) {10mg/mL), 4.7 pL de Agua miliQ y 0.12 pL de Taq

polimerasa Platinum (Invitrogen). A la mezcla se agregd 2 pL de DNA (50 ng/uL) y se

por 30s y otros 10 ciclos 94°C por 30s, 53°C por 40s, 72°C por 30s y finalmente 72"(? por

5 min. Los productos de PCR fueron genotipificados por el Servicio de Secuenciacion del

Tabla 1: Partidores que amplificaron para Diuca diuca descritos por Dawson et al. {2010).

LOCUS SECUENCIA (5'-3') FLUOROFORO TEMPERATURA TAMARNO
ESPERADO

TGO1-147-F | M13-TGAGCCACTACAGAGTGGAAA VIC 59 303
TG01-147-R - | GCCACTACAATGAAGAAAATATTACAG ﬂ
TG13-009-F | M13-TGTGGTGGGATAGTGGACTG PET 60 206
TG13-009-R | CTGTAAAATGTGCAAGTAACAGAGC [
TG03-002-F | M13-TCTTGCCTTTTTGGTATGAGTATAG NED 57 147
TG03-002-R | TACAAAGCACTGTGGAGCAG E
TGO5-053-F | M13-GCATCATCTGGTTGAACTCTC PET 57 216
TG05-053-R | ACCCTGTTTACAGTGAGGTGTT ?ﬁ
TG08-024A-F | M13-CCCACAAATCCTGAATTTCATATC PET 58- 193
TG08-024A-R | ACTGGCTTATAAAGTCCATGGTTG
TGO1-114-F | M13-TTGAAACATTGTGAAGCAG NED 53 286
TGO1-114-R | CAGATAGTGTCATAACAATACTTTTC
TG04-004-F | M13-CTGGAGCAGTATTTATATTGATCTTCC FAM 60 | 148
TGD4-004-R | GAAGATGTGTTTCACAGCATAACTG




Andlisis de datos moleculares.

Diversidad genética para ambos marcadores mitocondriales. i

I
Las secuencias obtenidas de la Regidn Control y el gen ND2 se alinearon en el programa

Proseq v 2.0 (Filatov 2009). Se estimaron los siguientes indices de diversidad genética:
i
niimero de Haplotipos (h), nimero de sitios polimérficos (S), ndmero promedio de

diferencias entre pares de secuencias (k), diversidad haplotipica (Hd) y la diveréjdad'
!
h

nucleotidica (r), usando el programa DnaSP 5.10 {Rozas et al. 2010).

Para evaluar relaciones genealdgicas, se construyeron redes de haplotipos utilizando el
i

algoritmo de Median-loining implementado en el programa PopART

(http://popart.otago.ac.nz). Para realizar comparaciones pareadas de las secuerjcias

mitocondriales, se estimd Fsr pareados utilizando el programa Arlequin V 3.5.2.2

{Excoffier y Lischer 2010) y su significancia utilizando 1.000 permutaciones. i

Microsatélites

Se construyd una matriz de datos alélicas utilizando el programa GeneMarker
(SoftGenetics). Para identificar posibles errores en el genotipificado o la presencia de

alelos nulos, se usé el programa MICROCHECKER (Van Qosterhout et al. 2004). El nimero

l!
de alelos por locus, desequilibrio de ligamiento, las desviaciones al equilibrio Hardy-

H

Weinberg (HWE)}, heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) fueron estimﬁados

usando el software GENETIX 4.0.5 (Belkhir et al. 2000). Ademds, se comparo entre los

t
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sitios muestréales dos medidas de diversidad genética: (i} riqueza alélica (nimero
promedio de alelos por locus) y (ii) heterocigocidad esperada usando el programa FSTAT

2.9.3.2 (Goudet 1995).

Para evaluar el nivel de diferenciacién genética poblacional se realizaron dos tipos de
andlisis, Primero, se compararon las frecuencias alélicas enire los pares de sitios y el total
de sitios, mediante la estimacién del indice de diferenciacién Fst y su significancia

utilizando permutaciones {5000 permutaciones) implementado en el software GENETIX.

Segundo, para comparar entre la poblacion continental e insular estudiadas, se realizo
un analisis de componentes principales (PCA), para resumir la diversidad genética entre
los individuos muestreados, el cual ademds se complementé con un analisis de
discriminantes de componentes principales (DAPC). Con el fin de determinar el nimero
de cluster o grupos genéticos (k) con mayor verosimilitud existentes en una muestra de
individuos se utilizé métodos libres de modelo K-means clustering basado en la distancia
genética. Este tipo de analisis busca combinaciones lineales de los alelos o funciones
discriminantes {DA) para demostrar las diferencias entre grupos (lombart et al. 2010}.
Ademas, este analisis permite calcular |la probabilidad de asignar cada individuo a los

grupos genéticos obtenidos.

Para detectar el nimero de grupos (k) se usé la funcidén “find.cluster”, el cual utiliza el
método de criterio de informacion Bayesiano (BIC), realizandose con 100.000 iteraciones

conservandose todos los alelos. Finalmente, se realizé un grafico de dispersién y
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frecuencia para ambos discriminantes lineares (LD). Para estos analisis se utilizd el

paquete Adegenet 3.3.1 implementado en el software R (R Core Team 2017}.
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RESULTADOS
Datos morfolégicos

En el andlisis de componente principales, los dos primeros componentes explicaron el
53.3% de la varianza. El primer Componente Principal {CP1), el cual explicé el 36.4% de
la varianza, esta definido por la “forma del pico” (Largo, Alto y Ancho del pico) y el largo
de la cabeza. El segundo componente (CP2, 16.9% de la varianza) estd definido por

“medidas corporales” tales como el largo del tarso, largo del ala y narina.

Desde un punto de vista cualitativo, las aves de Fray Jorge y Rinconada tienen mas alto
y ancho el pico, ademas de poseer el tarso mas largo, a diferencia de la poblacion de Isla
de Pascua, la cual posee las alas mas largas, tarso mas corto y sélo el pico mas largo

(Figura 2).

Un segundo analisis de Componentes Principales, realizado solo con solo hembras,
mostré una distribucion similar de los individuos en el espacio bidimensional, las
variables morfolégicas que separaron los grupos fueron las mismas al andlisis global de
componentes principales previamente realizado (Anexo 5a). Similar patrén se observé

en un tercer PCA el cual solo incluyé datos de machos (Anexo 5b).

EL ANOVA realizado con los scores del PCl, mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (P < 0.05). En el test g posteriori, las comparaciones
pareadas indicaron que Fray Jorge presento valores de scores estadisticamente mayores

a Rinconada e Isla de Pascua (P < 0.05), estas Ultimas no mostraron diferencias
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significativas {P > 0.05). En el caso de los scores del PC2, los individuos de Isla de Pascua
presentaron scores estadisticamente significativos con Fray Jorge y Rinconada (P < 0.05)

y esta dos ultimas no presentaron diferencias estadisticas entre si (P > 0.05).

El ANOVA realizado para cada variable por separado mostré resultados similares al
ANOVA realizado para los scores, las variables que separan los sitios en el Componente

principal fueron aquellas que presentaron diferencias estadisticas entre ellos {anexo 3).
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Figura 2: Biplot generado a partir del Analisis de Componentes Principales realizado con
las medidas morfoldgicas de [as aves, los grupos estan compuesto por las localidades (FJ
= Fray Jorge, IP = Isla de Pascua y RN = Rinconada). Las flechas corresponden al valor del
coeficiente de esa variable. Las elipses muestran el 95% de la varianza de los individuos
muestreados desde de cada localidad.
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El Analisis de Discriminante Lineal también detecté diferencias en las variables
morfolégicas. El DL1 explicé el 72.3% de la varianza, y las variables con mayor valor
absoluto fueron: Ancho del pico, largo de la cabeza y largo de la cola. Por otro lado, el
LD2 explicé el 27.7% de [a varianza conformado por las variables alto del pico, largo del
ala y [argo del tarso. Cualitativamente, las poblaciones se diferencian por el alto del pico,
ancho del pico para Fray Jorge, largo de la cola para Rinconada y largo del ala y largo del

pico para Isla de Pascua (Figura 3).
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Figura 3: Analisis de Discriminante Lineal de las medidas morfolégicas de las aves, los
grupos estan compuesto por las localidades (F) = Fray Jorge, IP = Isla de Pascua y RN =
Rinconada).
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En la clasificacion de los individuos usando la funcidn discriminante, se logrd un 87% de
aciertos en la reasignacién de los individuos correspondientes a Isla de Pascua, un 90%
de aciertos pard Fray Jorge y 100% de aciertos para Rinconada. Ver Tabla 2 para mds

detalles de acierto y fallos.

Tabla 2: Analisis discriminante. Nimero de individuos correctamente clasificados basado
en sus caracteres morfoldgicos.

Localidad Porcentaje P Fl RN Total
correcto de individuos
reasignacion

P 87 47 6 1 54

F a0 5 52 1 58

RN 100 0 0 6 06

Andalisis genético poblacional

Regidn Control. Los 530 pb secuenciados de la Regién Control (D-Loop)} del ADN
mitocondrial no mostraron inserciones o deleciones. Los valores de diversidad indicaron
que Fray Jorge presentd mayor diversidad haplotipica y nimero promedio de diferencias
entre pares de secuencias (Hd = 0.644; k = 1.467) seguido de Isla de Pascua (Hd = 0.453;
k = 0.507). Debido a que sdlo se obtuvo una secuencia de buena calidad para los

individuos de Rinconada, no fue posible calcular los indices para esta localidad.

ND2. Se secuenciaron 884 pb del gen ND2. No se detectd inserciones o deleciones y los

valores de diversidad indicaron que ambas localidades del continente Fray Jorge y
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Rinconada poseen mayor diversidad haplotipica y niimero promedio de diferencias entre

pares de secuencias al ser comparadas con IP. Ver Tabla 3 para el valor de los indices.

Tabla 3: indices de diversidad para Regi6n Control y ND2 en las. tres localidades
muestreadas; A= nimero de haplotipos; S= sitios polimorficos, Hd= diversidad
haplotipica; it = diversidad nucleotidica; k= nitmero promedio de diferencias entre pares
de secuencias.

Regidén Control ND2
Localidades H S Hd i k H S Hd n k
Fray Jorge (FJ) 3 4 0644 0.00277 1467 |23 34 0943 0.00538 4,723
Islade Pascua (IP) |3 2 0.453 0.00096 0507 | 2 1 0.054 0.00006 0.054
Rinconada (RN) 0 0 0 0 0 6 19 1 0.00965 8.533
Total 5 6 0535 0.00167 0.886 |28 42 0.797 0.00522 4.617
Red de Haplotipos

La red de haplotipos, construida para la region control, mostré Ia presencia de tres
haplotipos separados por un paso mutacional, siendo uno compartido por las tres
localidades. Fray Jorge e Isla de Pascua presentaron un haplotipo tnico cada uno (Figura
4a). En el caso del gen ND2, tres de los 28 haplotipos fueron compartidos entre Fray
Jorge y Rinconada. Isla de Pascua presentd dos haplotipos Unicos separados por un paso

mutacional (Figura 4b).
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Figura 4: Red de haplotipos (A) la Region Control y (B) ND2. Fray Jorge (FJ = rojo),
Rinconada (RN = azul) e Isla de Pascua (IP = verde). El tamafio del circulo es proporcional
al niimero de individuos que contienen el haplotipo. Las lineas indican posiciones de las

mutaciones dentro de las secuencias que separan los distintos haplotipos.
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Comparaciones pareadas para los marcadores mitocondriales i

Regién Control. Para este sector del ADN mitocondrial se detecté diferencias
significativas cuando se comparé IP y FJ (Fst = 0.333; P < 0.0001). Es importante indicar
que no fue posible comparar RN con las otras localidades debido al bajo nimero de

muestras que se logré amplificar. I
"
i

ND2. Las comparaciones pareadas de Fst fueron utilizadas para evaluar diferenciacién
genética entre los sitios muestreados (Tabla 4). Se detectd diferencias aItarrfente
significativas al comparar Isla de Pascua con las localidades del continente (P < 0.0001).

Por su parte, Rinconada y Fray Jorge también presentaron diferencias significativas entre

ellas (P =0.014). :

Tabla 4: Diferenciacidn genética por pares para marcador mitocondrial ND2. Valores de

Fst se muestran bajo la diagonal y valores de P sobre la diagonal. i

Localidad RN Fl P )
RN - 0.014 <0.0001
Fl 0.1738 - <0.0001 i

iP 0.5949 0.3861 -




Microsatélites

Siete de los 25 loci probados resultaron po!imérficos. La riqueza alélica mas alta se
detectd en RN (Ra = 3.818) para el locus TG03-002 y la mas baja en IP (Ra = 1) para tres
loci TG13-009, TG01-114 y TG04-004. El promedio de la heterocigocidad esperada, fue
mas alto y similar para las poblaciones continentales (FJ = 0.3795 y RN = 0.3763) y menor
en IP-(0.2383) (ver Anexo 2). No se detectd evidencias de desviaciones significativas a lo

esperado para Hardy-Weinberg (HWE), ni desequilibrio de ligamiento (P > 0.05).

El valor de Fsr global fue de 0.07183 (P < 0.001} por lo que al menos una comparacién
pareada entre localidades presenta diferencias estadisticamente significativas. las
comparaciones por pares de sitios mostraron diferencias significativas entre Isla de
Pascua y Fray Jorge (Fst = 0.0744; P < 0.0001) y entre Rinconada e Isla de Pascua (Fst =
0.04749; P = 0.0449); la comparacion entre Fray Jorge y Rinconada no mostré

significancia estadistica (Fst = 0.02748; P = 0.0566}.

En cuanto al analisis de Componentes Principales realizade con microsatélites, éste
mostré que [os dos primeros componentes explicaron el 27.3% de la varianza total. El
Componente 1 (15.5% de la varianza) separé a los individuos de Isla de Pascua de las
otras dos localidades y el Componente 2 {11.8% de la varianza) separo a Rinconada de

las otras dos localidades (Figura 5).
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PCA 2: 11.8% Variaclén

PCA 1:16.5% Variacién

Figura 5: Grafico de componentes principales genético de microsatélites. Los puntos
representan los genotipos de los individuos, las localidades se encuentran marcadas
dentro de una elipse de 95% de confianza.

Con el andlisis de discriminantes para componentes principales {DAPC), se obtuvo como
resultado que el nimero éptimo de cluster genéticos fue K= 2, en el cual, el primer grupo
estuvo constituido mayoritariamente por individuos del continente asignando los
siguientes individuos para cadalocalidad: F1=43, IP =8y RN = 2, El segundo grupo estuvo
conformado en su mayoria por individuos de Isla de Pascua, asignando FJ =15, IP =43y
RN = 4. Ademas, el grafico de dispersion muestra que el Discriminante 1 explica el mayor
porcentaje de las diferencias entre clusters, separa a los individuos de Isla de Pascua de

las otras dos localidades. Por su parte, el Discriminante 2 separa a dos grupos de clusters,
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uno que agrupa a los clusters de Fray Jorge e Isla de Pascua, separando a los individuos

de RN (Figura B).

LD2

o1

Figura 6: Grafico DAPC de dispersién Discriminante 1 versus Discriminante 2 y sus

respectivas densidades para cada localidad.
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DISCUSION

El presente estudio detect6 las primeras diferencias entre los individuos de Diuca diuca
presentes en el continente con aguellos que actualmente habitan en Isla de Pascua, los
cuales provienen de una introduccidon intencional como especie ornamental. La
poblacién. actual en la isla presenta menor diversidad genética y modificaciones en
algunos rasgos morfolégicos asociados a medidas corporales y forma del pico al ser

comparados con individuos muestreados en Chile continental.

Caracteres morfoldgicos

La literatura sugiere que aves y mamiferos muestran diferentes patrones de evolucién
en las islas (Clegg & Owens 2002). Para mamiferos se ha descrito Ia “regla de isla” en
donde las especies que presentan gran tamafio corporal en el rango geografico original
cambian hacia tamafios mas pequefios en islas y los taxa de tamafios pequefios
evolucionan hacia tamafios mas grandes {Lomolino 1985; Brown et al. 1993). En el caso
de las aves, no se ha demostrado una tendencia clara relacionada con el tamaiio corporal
(Case 1978; Grant & Grant 1998; Blondel 2000). Sin embargo, se indica que las aves en
las islas tienden a tener el pico mas largo en aquellas especies que se especializan en
alimentacion de semillas y pequefios invertebrados (Case 1978; Blonde! 2000},

sugiriendo que cambios de alimentacion seria una de las primeras causas que conduciria
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a la divergencia morfoldgica en aves que llegan a las islas (Grant 1965; Grant & Grant

1998).

Abbott (1980) y Scott et al. (2003) indicaron que, en ausencia de competidores
interespecificos, los picos de pequefios paserifofmes pueden alargarse en las islas como
respuesta a una amplia gama de tamafio en las presas. En el presente estudio, las diucas
de Isla de Pascua poseen solamente el pico mds largo a diferencia de los individuos
colectados desde las localidades continentales. Se conoce que en el continente D. diuca
se alimenta de semillas de gramineas y de algunos frutos e insectos (Marin 2011), sin
embargo, en Isla de Pascua esta especie vive muy cerca de los habitantes, alimentandose
de desechos domésticos (migajas de pan o inclusive carne restante en las parrillas).
Ademis, las observé ingresando a los gallineros a alimentarse del alimento para aves de
corral. Esta evidencia sugiere que D. diuca pasé de ser una especie granivora a una

especie generalista en Isla de Pascua.

En contraste con los rasgos relacionados con el forrajeo, largo de ala y de cola, la
poblacién insular posee las alas mas largas a diferencia de las poblaciones del continente.
Estudios previos, asocian la longitud del ala y de la cola con la densidad arbérea, lo que
sugiere que la morfologia de vuelo puede verse afectada por las distancias de vuelo entre
los arboles. Los mecanismos de vuelo predicen que las alas largas son favorecidas para

el vuelo rapido y directo con baja vegetacion, mientras que las alas mas cortas y mas

redondeadas confieren maniobrabilidad en ambientes mas densos (Mila et al. 2009).
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Otro rasgo morfologico que presentd diferencias fue el largo del tarso, cuya funcién es
de dar soporte y locomocion al ave en tierra. Las diferencias en el tamafio del tarso
podrian estar igualmente correlacionadas con actividades de forrajeo, variando al tipo
de alimentacidn y uso de sustrato. El tarso de las diucas de Isla de Pascua fue mds corto
que las del continente. Generalmente, las aves que se alimentan y se mueven en perchas
o sustratos mas delgados y no tan rigidas (i.e colgando de ellas), son mas propensas a
tener un tarso mds corto, que aquellas que se alimentan en una percha mas grande y-
firme en una! postura vertical (Grant 1965; Grant 1996; Covas 2016). Esta evidencia de
literatura se contrapone a lo observado en la isla, ya que se puede observar diucas
alimentandose en el suelo en postura vertical. Otros estudios que incorporan analisis
biomecénicos han demostrado que las especies que suben a los drboles saltando hacia
arriba en los troncos, tendrian tarsos mas cortos, con el fin de minimizar la distancia
entre el centro de masa y el tronco y reducir asi las fuerzas musculares necesarias en la
flexién y extension de la pierna durante el apego a una superficie vertical (Zeffer &

Norberg 2003).

Otro punto importante es la interaccién con predadores. En el continente se conoce que
son depredadas por tiuques, cernicalos, chunchos, lechuzas y gatos (Housse 1945),
siendo esto una presidn constante al momento del forrajeo (Clegg & Owens 2002;
Lomolino 2005). En Isla de Pascua el nimero de predadores es bajo para la especie,
conviviendo sodlo con gatos y tiuques, por lo tanto, existirfa mayor libertad de

[

- - [ - - - -’ - s
movimiento'de esta especie cerca de los habitantes sin tener presidon de depredacion.
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Otra caracteristica del comportamiento diferente observada entre el continente y la Isla
de Pascua es el gregarismo. En el continente se observa que forman bandadas,
solamente durante la temporada invernal o para alimentarse en grupo cuando el
alimento es reducido (Goodall et al.1946; Housse 1945; Fjeldsa et al. 1990). Sin embargo,
en Isla de Pascua todo el tiempo se les puede observar agrupadas formando bandadas,
esto podria ser explicado por la baja estacionalidad climdtica de la isla (comunicacidn

personal Alejandro Simeone).

Otra caracteristica que distingue a las diucas de Isla de Pascua, es la alta frecuencia de
individuos con alteraciones cromaticas; conocida como leucismo. Acosta {(2005) indico
que el leucismo es poco comun y su origen suele ser genético (Acosta 2005). Dado que
en el continente no se ha reportado individuos de D. diuca con leucismo (Fuentes &
Gonzdlez 2011; Marin & Caceres 2011}, es posible que la alta endogamia, causada por la
baja introduccidén de individuos de D. diuca llegados a la isla, podrian haber provocado
un aumento en la frecuencia de algtn alelo recesivo albino del gen codificante de la

melanina.

Finalmente, las diferencias morfoldgicas encontradas entre Isla de Pascua y el continente
podrian ser dadas por los individuos que fueron introducidos poseian ese tipo de
fenotipo o caracteristicas especiales; pico mas largo, longitud del tarso mas corto o alas
mas largas y lo que estamos observando actualmente sea solo la presencia de estos

caracteres especiales en todos los individuos que poblaron la isla.
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Andlisis genéticos

Los haplotipos de las dos regiones del ADN mitocondrial (D-Loop y ND2) evidencian un
interesante resultado para ambas regiones, ya que en ambas se encontraron haplotipos
tinicos para Isla de Pascua. Considerando el poco tiempo que poseen los individuos en la
isla (90 afios aprox.), es posible que estos haplotipos no se originaran en la Isla, sino que
posiblemente estos haplotipos ya se encuentren presenten de forma natural en la zona
central de Chile, pero en bajas proporciones, por lo tanto, dificil de muestrear. Nuevos

muestreos podrian detectar estos haplotipos en el continente.

Los microsatélites nos mostraron un patron bastante claro, existiendo menor diversidad
genética en la Isla al ser comparado con los sitios del continente y una consistente
diferencia genética entre estas dos zonas. El DAPC sugiere una mayor similitud de los
individuos de Isla de Pascua con aquellos presentes en Rinconada pudiendo ser
consistente con las evidencias del transporte de las primeras aves desde la V Regidn del
pais. La baja heterocigocidad observada en isla de Pascua en relacidon a los valores
observados en el continente sugieren un evento fundador causado por ia introduccidn
de pocos individuos de D. diuca a Isla de Pascua. No podemos estimar cuantos fueron los
individuos introducidos, sin embargo, al encontrar un nimero maximo de 4 alelos en los
microsatélites mas variables, esto es indicativo que un minimo de un macho y una
hembra heterocigota para este caracter podrian haber sido los individuos que iniciaron

Ia poblacion de Isla de Pascua.
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Finalmente, este estudio mostrd una clara diferencia en la diversidad genética y cambios
en los caracteres morfoldgicos de la poblacidn de D. diuca presente en Isla de Pascua,
causado por un efecto fundador producida por el hombre. Esta evidencia indica que las
especies introducidas/invasoras pueden ser exitosas inclusive con una reducida
variabilidad genética, encontrandose cambios que no sdlo pueden ser explicados como
respuesta frente al ambiente, sino que ademas por un componente genético. Es por esto
que la combinacién genotipo + ambiente provocaria que el fenotipo de D. diuca a su
llegada a Isla de Pascua modificara algunos rasgos morfoldgicos (caracter plastico) para
lograr sobrevivir a este nuevo ambiente, a diferencia de otras especies las cuales fueron
introducidas en esta localidad y que actualmente no se encuentran presentes, como, por
ejemplo, la loica, loros, lechuzas (Marin 2010). Esta plasticidad fenotipica en si misma es
un caracter que puede evolucionar y que puede o no ser adaptativo {Ghalambor et al.

2007; Reznick et al. 2001).

En la presente tesis se muestra las primeras evidencias tantoc genéticas como
morfoldgicas, que nos sugieren que las diucas en Isla de Pascua estdn comenzando a
diferenciarse de aguellas poblaciones del continente, pero aln estamos en un proceso
inicial por lo que es muy arriesgado hablar de proceso de especiacion reciente, ya que
solo han pasado aproximadamente 90 afios desde que fue introducida en la isla. Lo que
queda pendiente es evaluar como estos individuos en Isla de Pascua han cambiado
algunos caracteres de historia de vida, tales como tamafio de huevos, nimero de huevos,

sobrevivencia en polluelos uso de habitat, alimentacidn.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que la poblacién de Diuca diuca presente en Isla de
Pascua posee diferencias tanto genéticas como morfoldgicas, evidenciando que existe
una reducida diversidad con amhbos marcadores; nuclear y mitocondrial. En cuanto a las
diferencias en la morfologia del ave, estas se relacionan principalmente con la forma del
pico (asociadas al tipo de alimentacion} y en medidas corporales (asociadas a Ia

conducta).

Estas diferencias se podrian asociar principalmente a un reciente efecto fundador
causado por la accion humana, complementandose con las diferencias ecoldgicas
existentes en la isla, como lo es la adquisicién de nuevos habitos alimenticios y la
modificacidn de algunas caracteristicas conductuales, distintas a las de {a poblacion

presente en el continente.
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ANEXO

Anexo 1. Resumen de las variables genéticas estimadas a partir de los siete microsatélites
analizados. N: namero de individuos, Na: numero de alelos, Ra: riqueza alélica, He:
heterocigosidad esperada, Ho: heterocigosidad observada.

Locus Fl RN P
TG01-147

N 58 6 50

Na 3 3 2

Ra 2.691 2.818 1.769
He 0.5575 0.4028  0.2262
Ho 0.6552 0.3333  0.26
TG13-009 FJ RN IP

N 58 6 51

Na 2 1 1

Ra 1.306 1 1

He 0.066 0 0

Ho 0.069 0 0

Fis -0.02703  NA NA
7G03-002 FJ RN 1P

N 58 6 51

Na 4 4 4

Ra 2.828 3.818 3.304
He 0.5733 0.6806  0.6745
Ho 0.6724 0.7424  0.6812
TGO5-053 FJ RN IP

N 58 6 49

Na 3 3 3

Ra 2.82 '2.833 2.765
He 0.6153 0.4861  0.5589
Ho 0.6207 0.5 0.5714
TGO8-024A FJ RN P

N 58 5 49

Na 3 2 2

Ra 2.16 2 1.747
He 0.3774 0.42 0.2149
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Ho 0.4828 0.6 0.2449
76G01-114

N 58 6 51
Na 2 2 1
Ra 1.921 1985 1
He 0.3381 0.2778 0O
Ho 0.431 03333 0
TG04-004 FJ RN P
N 58 6 51
Na 3 2 1
Ra 1.564 2 1
He 0.1295 0375 O
Ho 0.1379 0.5 0
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Anexo 2: Resumen de la frecuencia alélica por locus para cada localidad. N: nimero de
individuos.

Locus LOCALIDAD
TG01-147 Fl RN TP
N 58 6 50
295| 0.3103 0.1667 0.13
297| 0.5776 0.75 0.87
299 0.1121 0.0833 0
TG03-002 Fl RN 1P
N 58 6 51

146| 0.5603 0.4167 0.3333
148| 0.319 0.3333 0.4118
150| 0.1034 0.1667 0.2059
152 0.0172 0.0833 0.049

TG05-053 FJ RN P
N 58 6 49
218( 0.1552 0.25 0.1429

223| 0.3793 0.6667 0.5918
229( 0.4655 0.0833 0.2653

TGOS-

024A Fl RN IP

N . 58 5 49
143| 0.0259 0 0
147| 0.7586 0.7 0.8776
149} 0.2155 0.3 0.1224

TGO1-114 Fl RN P

N 58 6 51
202| 0.7845 0.8333 1
204| 0.2155 0.1667 0

TG04-004 Fl RN Ip

N 58 6 51
187 0.931 0.75 1
189| 0.0603 0.25 0
192{ 0.0086 0 0

TG13-009 Fl RN P

N 58 6 51
217| 0.9655 1 1
219/ . 0.0345 0 0 -
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Anexo 3: Tabla para cada variable morfoldgica estandariza con el largo del tarso, con su
promedio y desviacidn estandar, ademds del ANOVA, con su andlisis posterior. En
asterisco se encuentran identificadas las combinaciones de las [ocalidades que fueron
significativas (P < 0.05}.

Test de
Peso localidad  Promedio Desviacion ANOVA Tukey
IP 1.65 0.16S F=9.1281; P<0.05 IP-F}
FJ 1.59 0.221 RN-FJ*
RN 1.301 0.04 RN-1P*
Testde
Lpico localidad Promedio Desviacidn ANOVA Tukey
IP 0.701 0.059 F=19.968; P<0.05 IP-FJ*
Fl 0.6471 0.044 RN-FJ
RN 0.6105 0.019 RN-1p*
Test de
Anpico localidad  Promedio Desviacién ANOVA Tukey
P 0.3976 0.032 F=1.324;P>0.05 [P-F
Fl 0.394 0.020 RN-FJ
RN 0.377 0.011 RN-IP
Test de
Alpico localidad Promedio Desviacion ANOVA Tukey
P 0.3972 0.032 F=4.8549; P<0.05 [P-F)
Fl 0.3879 0.022 RN-FJ
RN 0.3631 0.011 RN-IP*
Test de
Nar localidad  Promedio Desviacién ANOVA Tukey
P 0.074 0.013 F=11.99; P<0.05 IP-FJ*
Fl 0.0635 0.011 RN-FJ
RN 0.063 0.002 RN-IP
Test de
Lcab localidad Promedio Desviacidn ANOVA Tukey
IP 1.606 0.0%9 F=23.817; P<0.05 IP-FJ*
Fl 1.503 0.0e9 RN-FJ
RN 1.4695 0.045 RN-IP*
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Test de

Lala localidad Promedio Desviacion ANOVA Tukey
IP 4.0205 0.316 F=155.51; P<0.05 IP-Fi*

Fl 3.509 0.617 FI-RN*

RN 0.3565 0.01 RN-IP*

Test de
Lcola Localidad Promedio Desviacion ANOVA Tukey
IP 3.265 0.327 F=300.54; P<0.05 IP-FJ*

Fl 3.057 0.237 Fi-RN*

RN 0.3357 0.01 RN-IP*
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Anexo 4: Tabla para cada variable morfoldgica con los datos en bruto, con su promedio y

desviacion estandar.

Peso localidad Promedio Desviacion
1P " 3574 2.90
Fl 37.37 5.03
RN 33.83 3.06
Lpico localidad Promedio Desviacién
IP 15.18 0.78
FJ 15.21 1.05
RN 14.61 0.44
Anpico localidad Promedio Desviacion
P 8.59 0.42
F] 9.11 0.49
RN 7.68 0.57
Alpico localidad Promedio Desviacion
iP 8.60 0.38
Fl 9.26 0.55
RN 8.38 0.41
Nar localidad Promedio Desviacién
IP 1.60 0.25
Fl 1.49 0.26
RN 1.46 0.20
Lcab localidad Promedio Desviacién
IP 34.76 0.96
Fl 35.33 1.40
RN 34,92 0.36




LAla localidad Promedio Desviacion
IP 86.94 3.24
Fl 85.27 2.80
RN 84.33 2.06

Ltarso localidad Promedio Desviacion
P 21.71 1.33
FJ 23,52 0.82
RN 23.85 0.75

Leola localidad Promedio Desviacion
iP 70.59 4,77
Fl 71.87 5.45
RN 73.16 5.23
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Anexo 5: Analisis de componentes principales para datos morfolégicos de [as diucas hembras

de las tres localidades.

N f=1 -
M 1 ]

PC2 (18.8% explained var.,)

i
W

groups
—- FJH
= 1PH
~+~RNH

e
4 2 0 2
PC1 (38.8% explained var.)
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Anexo 6: Andlisis de componentes principales para datos morfoldgicos de las diucas machos de
las tres localidades.

3_

groups
~=~ FIM
— PR
~&- RNH

PC2 (17.3% explained var.)
o

A
]

PC1 (35.8% explained var.)

60




