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RESUMEN

La calidad de los hospederos es uno de los factores importantes en moldear la
evolucién de los parasitos. En principio, los parésitos podrian evolucionar altos niveles de
especializacién sobre hospederos de mejor calidad y los hospederos, por su parte, podrian
reducir la explotacion ejercida por los parasitos mediante la adquisicién de caracteres que
permitan tolerar la infeccién y/o impedir el establecimiento de los parasitos. Mientras la
evolucion de caracteres involucrados en la interfase parésito-hospedero puede producir
coevolucién antagoénica, cuya evaluacion a escala geografica puede revelar un mosaico
coevolutivo complejo caracterizado por ajustes y desajustes fenotipicos entre parasitos y
hospederos. En esta tesis se evalud la preferencia de Tristerix aphyllus (Loranthaceae) por
alguna de sus principales especies hospederas cacticeas y se establecié el grado de ajuste y
desajuste entre rasgos asociados a defensa y contradefensa. Ademds, se determino la
estructuracion genética del parasito con respecto a la identidad de los hospederos mas
frecuentes y con respecto a patrones filogeograficos. Los resultados revelaron que aun
cuando existen hospederos que son un mejor recurso para Tristerix aphyllus, este los
parasita de acuerdo solo a la probabilidad de encuentro. Se observo que los niveles de
ajuste en el sistema de defensa y contra defensa son débiles. La estructuracién genética
respondi6 a condiciones geograficas, histéricas, de rasgos de historia de vida y ecolégicas,
mas que a la interaccién con las especies hospederas, 1o cual sugiere que la interaccién de T.
aphyllus, con sus hospederos es reciente y no a tenido tiempo suficiente para evolucionar
rasgos asociados a la interaccién, tanto el la plata pardsita como en sus hospederos. En

general, se detecté un complejo patrén geogréfico de interaccién que se caracteriza por
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infecci6n oportunista, en la mayorfa de los casos, con ajustes ldbiles de caracteres y

estructura genética del parasito no asociada a la identidad de los hospederos.
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ABSTRACT

Host quality is one of the most important factors in molding parasite evolution. In
principle, parasites may evolve high levels of specialization on hosts that provide high
quality resources. Hosts, in turn, may reduce exploitation by evolving traits that permit to
tolerate infection and/or prevent parasite establishment. While the evolution of characters
involved in the host-parasite interface may produce local antagonistic coevolution, when
examined on a geographical scale high complex coevolutionary patterns may arise such as
variable levels of host-parasite trait matching and heterogeneous chances for local
coevolution. In this thesis I examined the preference of the mistletoe Tristerix aphyllus
(Loranthaceae) for some cactus host species. In addition, I determined the extent to which
defensive and counterdefensive traits exhibit consistent matches or mismatches across
localities. Finally, 1 examined the genetic structure of T, aphyllus the extent to which. the
resulting structure could be accounted by geographic and historical factors or
contemporary patterns of host-parasite interactions. Results revealed that although some
hosts are a better resource for T. aphyllus, this parasite only according to the encounter
probability. The observed of host-parasite matching traits displayed fragile levels of
matching across localities. The observed genetic structure seemed to result from
geographical, historical and ecological factors rather than from contemporary ecological
interactions. In general, I found a complex geographical pattern of parasite-host association
that is characterized by opportunistic infection, labile trait matching and parasite genetic

structure unrelated to contemporary host identity.




INTRODUCCION GENERAL

El éxito reproductivo de los parésitos depende en gran medida de la calidad
a los hospederos que parasitan {Gandon 2004, Forbes et al. 2002). A diferencia de
las especies de vida libre, muchos parasitos no tienen la posibilidad de abandonar
su hospedero inicial para escoger un nuevo hospedero, por lo que deben satisfacer
todas sus necesidades nutricionales en el primer hospedero que encuentran
(Thompson 1994). En principio, los parésitos podrfan desarrollarse y reproducirse
en una amplia gama de hospederos, algunos de los cuales serfan un recurso de baja
calidad en los cuales el parésito mostrarfa un pobre rendimiento (Kelly 1990, 1992,
Matthies 1996, 1998, Gibson y Watkinson 1991). La preferencia por uno u otro
hospedero evolucionarfa cuando las especies hospederas difieren en calidad (e.g.,
capacidad nutricional, fisiologfa, historia de vida), cuando los hospederos son
predecibles en el espacio y en el tiempo y cuando el parisito posee mecanismos
capaces de seleccionar los hospederos que le proporcionan un mayor retorno en
adecuacion bioldgica (Norton y Carpenter 1998, Sicard et al. 2007).

Los hospederos suelen responder al impacto en adecuacién impuesto por
los pardsitos mediante la evolucién de rasgos que permiten tolerar la infeccién,
reduciendo o eliminando los efectos dafiinos causados por el parasito o bien
desarrollando caracteres que evitan la infeccién o establecimiento del pardsito
(Ehrlich y Raven 1964, Gilbert y Raven 1975, Thompson 1994, Combes 2001,

Bogusch et al. 2006). Como los pardsitos dependen de los recursos de los
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hospederos, deben evolucionar estrategias contradefensivas que les permitan
superar las defensas impuestas por los hospederos (Poulin 2000}, produciendo un
sistema coevolutivo de adquisicién de defensas y contradefensas entre hospederos
y parasitos (Thompson y Burdon 1992, Koskela et al. 2000, Webster et al. 2004).

La teorfa de mosaico geografico coevolutivo (Thompson 1994, 2005) nos
muestra a las especies como una coleccién de poblaciones, genéticamente
diferenciadas cuya estructuracién espacial puede modular fuertemente las
dindmicas poblacionales. La seleccién actuarfa diferencialmente sobre cada
poblacién, generando distintas trayectorias coevolutivas, lo que daria como
resultado una red de conjuntos de genotipos y fenotipos que varfan geografica y
temporalmente (Thompson 1994, Gémez y Zamora 2000, Brodie et al. 2002). La
teorfa permite evaluar si la coevolucién antagémica se expresa en patrones
definidos a nivel geogrifico. En este sentido, es posible diferenciar localidades con
una alta tasa de seleccién reciproca (sitios calientes) de otras con baja tasa de
seleccion recfproca (sitios frios). Los sitios calientes se caracterizan por poseer
finos ajustes entre los rasgos claves en la interaccién reciproca donde cualquier
cambio fenot{pico en uno de los interactuantes serfa contrarestado por un cambio
paralelo en la otra especie. Por el contrario, sitios friocs se caracterizan por
presentar un bajo ajuste entre los rasgos. En esta situacién un cambio en el
fenctipo de una especie no se traduce en un cambio concomitante en la segunda
especie lo cual refleja un bajo potencial para coevolucionar (Thompson 1994,

2005). Los niveles de ajuste, sin embargo, no resultan tnicamente de los efectos




reciprocos entre las especies sino que pueden ser amplificados o0 amortiguados por
la migracion de individuos y flujos genéticos variables entre las poblaciones, lo cual
tenderia a homogenizar las diferencias existentes entre localidades. Esta relacién
entre adaptacién local y migracién es en ultima instancia la que produciria el
mosaico geografico complejo, en el cual las distintas poblaciones de especies de
pardsitos y hospederos se encontrarian en distintos estados del proceso
coevolutivo (Thompson 1994).

Algunos trabajos han examinado Ja estructuracién genética de distintas
especies de plantas pardsitas (Glazner et al. 1988, Paran et al. 1997, Olivier et al.
1998, Schmidt y Jensen 2000, Mutikainen y Koskela 2002, Jerome y Ford 2002),
encontrado diversos niveles de estructuracion genética los que en algunos casos se
correlacionan con las especies hospederas (Jerome y Ford 2002), y en otros son
atribuidos a variaciones en distintos rasgos de historia de vida, como sistemas de
cruzamiento y mecanismos de dispersién de semillas, diferencias en el rango de
distribucion geogréfica y eventos histéricos. Jerome y Ford (2002) evaluaron la
estructuracién genética poblacional de Arceuthobium americanum en toda su
distribucién geografica, donde la especie explota naturalmente a 14 especies de
hospederos. Los autores encontraron que la estructuracién genética de A
americanum estd determinada fuertemente por las tres especie hospederas més
importantes, por el aislamiente geogrifico y por los factores ambientales. En el
caso del hemiparasito Viscum album también se encontré una alta estructuracién

genética, que estuvo fuertemente asociada a los géneros de los 4rboles hospederos,




los que generan cuatro grupos de haplotipos que se corresponden con cuatro razas

del parésito previamente descritas (Zuber y Widmer 2009).

Sistema de estudio
La familia Loranthaceae es la familia mas diversa de plantas parasitas, con
aproximadamente 706 especies distribuidas en 22 géneros alrededor del mundo
(Molau 1995), a diversificado especialmente en las regiones subtropicales y
tropicales de Centro y Sud América, Africa, Asia y Oceanfa (Barlow 1983). En
Centroamérica y Sudameérica se encuentran 16 géneros, con aproximadamente 250
especies. Uno de estos géneros, Tristerix, incluye 11 especies, que se distribuyen a
lo largo de la Cordillera de los Andes desde el norte-centro de Colombia hasta el
centro-sur de Chile.
Tristerix aphyllus es un muérdago holoparasito que se distribuye en
Chile semidrido y mediterraneo (27 -352S). Este tipo de pardésitos se caracteriza por
carecer totalmente de clorofila y por tanto son parasitos obligados que se nutren a
través del xilema y floema de los hospedadores. Tristerix aphyllus parasita solo
especies de cactus columnares pertenecientes a los géneros Echinopsis y Eulychnia,.
En total parasita ocho especies: Echinopsis deserticola, Echinopsis litoralis,
Echinopsis chiloensis, Echinopsis skottsbergii, Echinopsis coquimbana, Eulychnia
brevifiora, Eulychnia castanea y Eulychnia acida, siendo las mAs comunes Echinopsis
chiloensis y E. acida. Distinta evidencia geologica, climatica y biogeografica sugiere

que la relacién Tristerix-cactus pudo originarse hace ca. 5 millones de afios ap




(Medel et al. 2002), tiempo desde el cual T. aphyllus probablemente se ha
propagado a través de parasitar nuevas especies de cactus hospederos, hasta
alcanzar su distribucién actual en estricta dependencia de la distribucién de las
cactaceas hospedantes.

A diferencia de la mayorfa de las loranticeas, T. aphyllus tiene las hojas
reducidas a diminutas escamas (Kuijt 1969, 1988). La tinica porcion que emerge de
la columna de los cactos es su inflorescencia constituida por flores rojas. La porcién
vegetativa existe como un enddfito dentro del tejido del hospedero, y parasita el
floema de los cactos (Mauseth et al., 1984, 1985, Mauseth 1990). La floracién de T.
aphyllus, ocurre entre marzo y agosto, mostrando la mayor floracién entre abril y
junio (Medel et al. 2002), presentando un alto nivel de auto-compatibilidad (50%)
y es parcialmente autogdmica (Smith-Ramirez 1999, Medel et al. 2002). EI tnico
polinizador de las flores del parasito es el ave Sephanoides sephaniodes, que migra
hacia en norte durante los meses de invierno. La maduracién de los frutos ocurre
entre abril y noviembre. Los frutos son seudo-bayas con una sola semilla y
contienen 80% agua. Al madurar se tornan rosado-palido o blanco translicido. La
dispersién del muérdago tiene un tinico responsable, Mimus thenca, ave endémica
de Chile que se distribuye desde Copiapé a Valdivia {Araya y Millie, 1986). Mimus
thenca es un ave omnivora que se alimenta de T. aphyllus principalmente en los
meses de invierno-primavera {julic-octubre) (Martinez del Rfo et al. 1995). El ave
ingiere los frutos enteros y defeca las semillas mucilaginosas intactas, las que se

adhieren a las espinas o cuticula del cactus (Martinez del Rio et al. 1995, 1996,




Medel 2000, Medel et al. 2002, 2004). La época de fructificacién del muérdago
coincide con la época reproductiva de M. thenca, quien al menos en este periodo,
defiende territorios de forrajeo que no exceden los 150 m de radio (Rivera-Huntel
2008). El ave favorece algunos cactus como percha, principalmente individuos que
ya estan infectados o han muerto (Martinez del Rio 1995). La deposicién de las
semillas ocurre en promedio a 35 m de la planta madre (Rivera-Huntel 2008). Lo
que favorece una distribucién agregada del parasito (Martinez del Rfo et al, 1995,
Rivera-Huntel 2008).

Las semillas germinan inmediatamente después de la deposicién, la radicula
crece durante aproximadamente ocho semanas o hasta que hace contacto con la
epidermis del cacto, después de lo cual el muérdago desarrolia una placa haustorial
de la cual varios filamentos penetran los tejidos del cactus, a través de la apertura
estomdtica (Mauseth et al. 1984, 1985). La placa haustorial, es una estructura
temporal que da lugar al endéfito de la planta (Mauseth et al. 1985). El muérdago
se desarrolla como endéfito por aproximadamente 17 meses antes de emerger de
los tejidos del cacto como una inflorescencia roja (Mauseth et al. 1984, 1985, Botto-
Mahan et al. 2000}.

Se ha comprobado que la infeccién por T. aphyllus decrece la produccion de
frutos y semillas en los hospedantes (Echinopsis chiloensis y Eulychnia. acida) y en
algunos casos la reproduccién es suspendida (Silva y Martinez del Rio 1996; Medel
2000). Los efectos reproductivos de la infeccién probablemente causan que las

cactaceas evolucionen rasgos que evitan el parasitismo. En este contexto las




espinas de los cactus hospedantes tendrfan una doble funcién, por un lado serfan
una primera barrera a la infeccién evitando que las aves dispersoras perchen en el
apice de los cactus, lo que disminuirfa la deposicién de semillas en los cactus con
espinas mas largas (Medel 2000) Por otro lado, una vez que las semillas ya han sido
depositadas sobre los cactus, las espinas servirfan como una segunda barrera a la
infeccién, debido a que espinas mds largas aumentarfan la distancia entre la semilla
depositada y la cuticula del cactus, esta barrera es eficiente para las semillas que no
tienen la habilidad de elongar extremadamente sus radiculas, durante el proceso de
infeccién (Medel et al. 2010). De hecho, Gonzédles (2007) evaluaron seleccién
mediada por Ec. chiloensis, sobre la longitud de la radicula de T, aphyllus,
encontrando que es un rasgo pldstico y que estd sujeto a seleccién impuesta por el
cactus hospedador Ec. chiloensis. En este contexto, es interesante destacar que T,
aphyllus presenta las radiculas mds largas reportadas para la familia Loranthaceae
(Kuijt 1969).

Una vez que la radicula alcanza la cuticula del cactus, una tercera barrera
para la infecci6n es posible. Se sabe que los tejidos que reciben mayor exposicién
solar del cactus presentan un tejido epidérmico més grueso, por lo que la infeccion
y emergencia del muérdago se da preferentemente en la exposicién sur de la
columna del cactus (Botto-Mahan et al. 2000). Los haustorios deben atravesar la
epidermis del cactus para poder implantarse el parésito, por lo tanto un aumento
en el grosor del tejido epidérmico podria disminuir el éxito en la implantacién del

muérdago.




En esta tesis se estudiaron 17 localidades donde Tristerix aphyllus infecta a
sus hospederos mds importantes (Ec. chiloensis y Eu. acida), determinando la
prevalencia y la adecuacién biolégica del muérdago. Ademds se midieron rasgos de
defensay de contra-defensa del hospedero y del muérdago en cada poblacion, y
finalmente se caracterizaron los patrones de diversidad genética del muérdago.
Con esta informacién se abordaron las siguientes preguntas: ;El muérdago
presenta preferencia por alguno de los hospederos? ; Hay ajustes reciprocos entre
rasgos de defensa y contra-defensa de los hospederos y del muérdago? ; Tristerix
aphyllus se estructura genéticamente con respecto a la identidad de los hospederos

mas comunes?




PREGUNTAS E HIPOTESIS

L {El muérdago presenta preferencia por alguno de los hospederos?

Dado que T. aphyllus infecta a distintas especies de hospederos a lo largo de su
distribucién y que estos puedan diferir en su calidad como recurso, se espera que el
muérdago presente una mayor prevalencia en el hospedero que le confiera una

mayor adecuacién bioldgica independientemente de su abundancia relativa.

iL. ¢ Hay ajustes reciprocos entre rasgos de defensa y contradefensa del
hospedero y del muérdago?

Dado que T. aphyllus infecta a distintas especies de hospederos a lo largo de su
distribucién, el nivel de ajuste entre rasgos de defensa y contra-defensa debiera
variar geograficamente (con algunos puntos de alto y bajo potencial coevolutivo)

en asociacién a los distintos ambientes selectivos,

II1.; T. aphyllus se estructura genéticamente con respecto a la identidad de los
hospederos mas comunes?

Si los hospederos de T. aphyllus ejercen fuertes presiones selectivas sobre el
mueérdago, se espera que la estructuracién genética de T, aphyllus se relacione con

la identidad de sus principales hospederos




OBJETIVO GENERAL

Detectar evidencias de evolucién diferencia de Tristerix aphyllus con respecto a sus

principales hospederos en las zona arida y semidrida de Chile.

Objetivos especificos

1. Determinar si existe preferencia de T. aphyllus por alguno de sus hospederos mas
Comunes.

2. Determinar si la adecuacién biolégica T. aphyllus varia con la identidad del
hospedero.

3. Determinar si existen diferencias en los rasgos asociados a defensa contra el
parasitismo (largo de espinay grosor de la epidermis) en las porciones parasitadas
y no parasitadas de los hospederos principales.

4. Determinar si hay ajuste reciprocos entre rasgos de defensa y contra-defensa
(largo de espina versus largo maximo de la radfcula), del parasito y sus hospederos
mdas comunes.

5. Establecer si la estructuracién genética de T. aphyllus es determinada por

sushospederos principales, o puede correlacionarse con factores histéricos.
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CAPITULO1

PREFERENCIA Y AJUSTES ENTRE RASGOS DE DEFENSA Y CONTRA DEFENSA EN

EL HOLOPARASITO TRISTERIX APHYLLUS Y SUS CACTUS HOSPEDEROS
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RESUMEN

La calidad de los hospederos es uno de los factores importantes en moldear la
evolucién de los pardsitos. En principio, los parésitos podrfan evolucionar altos
niveles de preferencia sobre hospederos de mejor calidad y los hospederos, por su
parte, podrian reducir la explotacién ejercida por los parésitos mediante la
adquisicién de caracteres que permitan tolerar la infeccién y/o impedir el
establecimiento de los parasitos. La evolucién de caracteres involucrados en la
interfase parésito-hospedero puede producir coevolucién antagénica, cuya
evaluacién a escala geogrifica puede revelar un mosaico coevolutivo complejo
caracterizado por ajustes y desajustes fenotipicos entre parasitos y hospederos. En
este trabajo se evalué la preferencia de Tristerix aphyllus (Loranthaceae) por
alguna de sus principales especies hospederas cacticeas, se establecié si existe
evidencia de defensa al parasitismo en las especies hospederas y se establecié el
grado de ajuste y desajuste entre rasgos asociados a defensa y contradefensa. Los
resultados revelaron que T. aphyilus, no prefiere a ningiin hospedero en particular.
A pesar de que los hospederos muestran una tendencia a desarrollar caracteres
tendientes a evitar la infeccién, no se observa un ajuste en el sistema de defensa y
contra defensa, lo que podrfa ser causado porque las interacciones locales serfan
muy recientes y por tanto los interactuantes no habrian tenido tiempo para generar

relaciones coevolutivas mas intensas.
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ABSTRACT

Host quality is an important factor in molding the evolution of the parasites. In
principle, the parasites could evolve high levels of preference in hosts of higher
quality. Host in turn, could reduce the exploitation made by parasites evolving
traits that permit to tolerate infection and/or prevent parasite establishment.
While the evolution of the characters involved in the parasite-host interface can
produce local antagonistic co-evolution, when examined on a geographical scale
high complex coevolutionary patterns may arise such as variable levels of host-
parasite trait matching and heterogeneous chances for local coevolution. In this
work the preference of the Tristerix aphyllus (Loranthaceae) for some of his main
cactacea host species was evaluated, it was established if there was evidence of
defense against parasitism in the host species, and it was also established the
degree of mastches and mismatches between the characters related to defense and
counter-defense. Results revealed that T. aphyllus not prefer any host , in fact the
fitness was not different between hosts. Nevertheless, the host seem develop trait
associated with the defence to the parasitism. The observed of host-parasite
matching traits displayed fragile levels of matching across localities, which could be
caused because the local interactions are recent, that the participants would not

have time to generate stronger co-evolutionary relations.
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INTRODUCCION

Comprender los factores que promueven la evolucién de la especializacién ha sido
uno de los grandes desafios de la Biologia Evolutiva, ya que el nivel de
especializacion es un aspecto fundamental en las interacciones entre especies, que
puede tener un profundo efecto en la ecologia y evolucién de los organismos, asf
como en el funcionamiento de las comunidades {Thompson 1994, 2005; Vasquez et
al. 2005). En las interacciones pardsitos-hospedero los niveles de especializacién
son particularmente altos, se ha descrito que muchas especies parisitas tienden a
explotar una o pocas especies de hospederos (Gregory et al. 1991; Poulin 1992). A
pesar de lo cual, las plantas pardsitas suelen presentar un amplios rangos de
hospedantes (Press y Graves, 1995), posiblemente porque muchas de ellas son
dispersadas por animales (Sargent 1995, Aukema y Martinez del Rio 2002), lo que
limitarfa fuertemente su capacidad de encuentro con los hospederos (Chuang y
Heckard 1971, Watkinson y Gibson 1988, Gibson y Watkinson 1989, Musselman y
Press 1995). Al mismo tiempo, muchas especies plantas pardsitas parecen ser
incapaces de discriminar entre los posibles hospederos, aunque algunos de ellos
sean perjudiciales para su adecuacién biolégica (Cameron et al. 2006), de este
modo, la dieta de las parasitas incluirfa indistintamente a hospederos en los cuales
tienen un crecimiento vigoroso y una alta reproduccién, como a hospederos que le
son apenas suficiente para mantener la vida (Atsatt y Strong 1970, Chuang y

Heckard1971, Kelly 1990; Matthies 1996, 1998, Gibson y Watkinson 1991). Sin
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embargo, algunas especies de plantas pardsitas, son capaces de elegir a sus
hospedantes mediante la produccién de semillas que rompen su latencia sélo
cuando detectan ciertas sefiales liberadas por el o los hospederos de interés (Kuijt
1969, Atsatt 1977, 1983, Gibson y Watkinson 1989, Press et al. 1990, Kelly 1992,
Pennings y Callaway 1996).

Por otro lado, los hospederos no son victimas pasivas de sus parisitos, por
el contrario, los hospederos suelen evolucionan sistemas defensivos que limitan,
reducen o eliminan los efectos daifiinos causados por sus parasitos (tolerancia a la
infeccién) o bien, desarrollan estrategias que evitan la infeccién o implantacién de
los mismos (resistencia a la infeccién) (Ehrlich y Raven 1964, Gilbert y Raven 1975,
Thompson 1994, Combes 2001, Bogusch et al. 2006). Los pardsitos, por su parte, al
depender completamente de los recursos proporcionados por los hospederos,
debieran favorecer estrategias que les permitan superar los sistemas defensivos
impuestos por los hospederos (Poulin et al. 2000). En consecuencia, es esperable
detectar coevolucién antagénica entre hospedercs y parasitos, que se puede
expresar en distintos grados de ajustes genéticos y fenotipicos entre las especies
interactuantes (Thompson y Burdon 1992, Koskela et al. 2000, Webster et al.
2004).

Tristerix aphyllus es una planta holoparasita que crece en Chile 4rido y
semidrido, donde explota ocho especies de cacticeas columnares que se presentan
en diferentes combinaciones a lo largo del rango de distribucién, siendo las

principales especies hospedantes Echinopsis chiloensis y Eulychnia acida. Ademas el
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mueérdago posee un tnico dispersor el ave Mimus thenca, y un vinico polinizador el
ave Sephanoides sephaniodes.

A una escala poblacional se ha demostrado que los individuos de Echinopsis
chilensis y Eulychnia acida con espinas apicales mas largas presentan una menor
tasa de visitas de Mimus thenca, debido a que el ave preferiria a los individuos con
espinas apicales cortas como percha, de este modo, los individuos con espinas mas
largas presentarfan una menor prevalencia del parasito y consecuentemente una
mayor produccién de frutos y semillas (Medel 2000). El largo de las espinas podrfa
no solo estar afectando la deposicién de las semillas sobre los hospederos, si no
también podrian actuar como una segunda barrera a la infeccién, ya que espinas
mds largas eventualmente alejarfan a las semillas del muérdago de la epidermis del
cactus, a distancias a las que la radicula no podria sortear (Medel et al. 2010)}. Otro
rasgo defensivo que podria impedir la infeccién es el grosor de la epidermis. Botto-
Mahan et al, (2000) mostré que la implantacién del parasito se produce
generalmente por la porcién suroeste de la columna del cactus, que es la zona
donde la epidermis es mas delgada.

A nivel geogréfico se a observado que las distintas especies de hospederos
presentan distintos largos de espinas, lo que se correlaciona positivamente con la
prevalencia del parésito, sugiriendo que el largo de Ias espinas se asocia a seleccién
mediada por el parasito {(Medel et al. 2010). Por consiguiente la longitud de espinas
de los cactus y el largo de la radfcula del muérdago son rasgos clave para entender

la relacién adaptativa entre parésito-hospedero en este grupo de especies.
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En este capitulo se indaga la interaccién de T. aphyllus con sus principales
hospederos Eu. acida y Ec. chiloensis. En particular, se examinarj, a) si existe
preferencia de la planta parasita por alguno de sus hospederos mas comunes, b) si
hospederos responden al parasitismo aumentando largo de espinas o grosor de
epidermis, y c) si existen evidencias de ajuste de rasgos de defensa (largo de

espinas) y contra-defensa (largo maximo de radicula) entre parasito-hospedero.
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MATERIALES Y METODOS

El muestreo se realizé en 17 localidades entre la regiones de Atacama y
Metropolitana (Tabla 1, Figura 1), donde se encontraron cacticeas columnares de
las especies Eulychnia acida y Echinopsis chiloensis infectadas por T. aphyllus. En
cada una de las localidades se determiné: 1) abundancia relativa de cada
hospedero, mediante transectos de 50 m, 2) prevalencia del parésito por especie de
hospedero y, 3} adecuacién biolégica del pardsito como ntimero de frutos por
infrutescencia por hospedero. Ademas, en cada localidad se midieron rasgos
cuantitativos que presumiblemente estdn sujetos a seleccidn reciproca, tales como
el largo maximo de la radicula del parasito {LR), largo de espinas del hospedero
(LE), y grosor de la epidermis del hospedante (GE) (ver Botto-Mahan et al. 2000).

El LE se midi6 directamente, con un pie de metro digital, eligiendo las
espinas mayores de 20 areolas, en al menos 15 individuos infectados por T.
aphyllus y 15 individuos no infectados. Esto se realizé en cada una de las especies
de hospederos existentes por localidad. A los mismos individuos, se les extrajeron
tres muestras de tejido con un sacabocado, para medir el grosor de la epidermis
directamente usando un pie de metro digital, a distintas alturas del cactus y
siempre desde la porcién con exposicién sur {(ver Botto-Mahan et al. 2000). Para
determinar el largo méximo de radicula, se recolectaron 10 frutos de T. aphyllus
provenientes de 10 a 25 plantas. La recoleccién se realizé sobre todas las especies

de hospederos presente en cada localidad estudiada. Los frutos fueron lievados al
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laboratorio, donde una vez removida la pulpa, se pusieron a germinar las semillas
sobre papel secante en placas Petri, las semillas se regaron dos veces al dia (8:30
am y 6:30 pm) (Figura 2). Una vez que las radiculas dejaron de crecer, después de
aproximadamente 8 semanas, se midi6 el largo médximo alcanzado.

Andlisis de datos. Para comparar la preferencia por uno u otro de los hospederos
mas comunes cuando estin en simpatrfa, realizamos un andlisis de seleccién
frecuencia-dependiente segin el modelo de Greenwood y Eaton (1979), que

relaciona el consumo del recurso con la disponibilidad del mismos:

PP(A)/PP(H)= V*[AR(A)/AR(H)]>

donde PP(A) y PP(H) son las prevalencias de Eu. acida{A) y Ec. chiloensis
(H); AR(A) y AR(H) son las abundancias relativas de cada especies, V es la
selectividad por un hospedero cuando abundancias relativas de estos son iguales, y
b es la medida del grado de frecuencia-dependencia de la selectividad. Cuando b<1
la seleccién es antiapostética, cuando b= 1 la seleccién es frecuencia-independiente
y cuando b> 1 la seleccién es apostatica (Greenwood y Elton 1979; ver aplicaciones
en Celis-Diez y Bustamante 2005). Para determinar si b=1, se realizé una prueba de
comparacion de pendientes sobre regresion lineal log/log (Zar 1999).

Ademds comparamos la adecuacién biolégica de T. aphyllus creciendo en E,

acida y Ec. chiloensis con una prueba de t de Student.




Para comprender la importancia de los caracteres defensivos de los
hospederos se comparé el largo de las espinas (LE) y el grosor de la epidermis (GE),
entre las fracciones parasitadas y no parasitadas de cada especie de hospedero en
cada localidad estudiada, a través de ANDEVAS de una via.

Respecto a los rasgos de la interfase de la interaccidn, se evalud la
correspondencia en las longitudes de espinas y radfculas en las especies
hospederas més comunes en cada una de las localidades estudiadas. Para esto se

determiné el indice de ajuste M (Medel et al. 2010):

M= I (largo espina)-(Jlargo radicula) |

(largo espina)

el cual permitié evaluar los niveles de ajuste entre LR y LE tanto a nivel de
hospederos como de localidades. Las localidades y hospederos que muestran un
mejor ajuste (M = 0), son llamados ‘puntos calientes’, lo que indicarfa un alto
potencial para la coevolucién, ya que es altamente probable que cambios en el
rasgo de una especie, provoquen fuertes cambios en la adecuacién bioldgica e
intensa selecci6n sobre la otra especie. Por el contrario, altos niveles de desajuste
(M = 1) reflejarfan un bajo potencial para coevolucién (puntos frios) ya que un
cambio en el fenotipo de una de las especies no necesariamente modifica la

adecuacion bioldgica de la otra especie, reduciendo la intensidad de seleccién. Se

determinaron rangos para los niveles de ajuste y desajuste, M = 0 - 0,25,




corresponderia un ‘punto caliente’, M = 0,26 - 0,50, indicarfa un ‘punto
caliente/tibio’, M = 0,51 - 0,75 mostrarfa un ‘punto frio/tibio’ y M = 0,76 - 1,0
indicaria un ‘punto frio’. Se observé la distribucién de los puntos frfos y calientes
geograficamente. Todos los andlisis estadfsticos se realizaron con el programa JMP

version 5.
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RESULTADOS

Preferencia. La prevalencia de parasitismo varié sustantivamente entre
localidades (Tabla 2), con algunas de ellas mostrande mas del 50% de los
individuos parasitados (HGI, CB, CL y FA). Al evaluar si el muérdago presentaba
preferencia por alguno de los hospederos mas comunes (Ec. chiloensis y Eu. acida)
en poblaciones simpdtrica, no se enconird evidencias de selectividad (V=1) ni una
relacion entre esta y la abundancia relativa de cada hospedero (b= 1,09; t4= 0,28;
p= 0,4, ver figura 3). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
adecuacién bioldgica de T. aphyllus cuando parasita a Eu. acida o Ec. chiloensis (t1o =
0,29; p=0,77).

Respuesta de hospederos. Se encontraron diferencias significativas en el largo de
la espinas y el grosor de la epidermis entre las porciones parasitadas y no
parasitadas de Euw. acida y Ec. chiloensis, pero solo en algunas de las localidades
(Tabla 3). El 36% de las poblaciones Eu. acidag, y el 40% de las de Ec. chiloensis
mostraron diferencias significativas en el largo de las espinas, y en casi todos los
casos las espinas de los cactus infectados fueron més pequefias que la de los cactus
no parasitados. Asimismo, el 45% de las localidades de Eu. acida y el 40% de las de
Ec. chiloensis mostraron diferencias en el grosor de la epidermis, donde siempre la
porcién no parasitada present6 epidermis mas gruesas que la porcién parasitada.
Estos resultados sugieren que las especies de hospederos més comunes generan

defensas para evitar la infeccién por T. aphyllus, al menos en estas localidades.
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Ajuste entre rasgos de defensa y contra-defensa. No se encontré una relacién
significativa entre el largo de las espinas y el largo de la radicula en Eu acida {(LR=
40,114 + 0,095(LE); Rz= 0,052, F1,10= 0,217; p= 0,665.) ni tampoco en Ec chiloensis
(LR= 30,997 + 0,072(LE); Rz= 0,017, F1,10= 0,068; p= 0,897) al considerar las
poblaciones en su conjunto. Tampoco se observé evidencias de potencial
coevolutivo al analizar las localidades individualmente a través del indice M.
Ninguna poblaciones present6 valores menores a 0.25, que pudiesen asociarse a
puntos calientes, y solo una localidad alcanzé un valor superior a 0.76 (Farellones).
La mayoria de las localidades estudiadas presentaron valores de M intermedios
(M= 0,25-0,75) indicando la existencia de puntos tibios/frios y tibios/calie‘ntes que

no se asocian ni con la diversidad de especies de hospederos ni con la zona

geogréfica (Figura 4).
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DISCUSION

Tristerix aphyllus presenta varias combinaciones de especies de hospederos que
coexisten a lo largo de la distribucién, siendo Eu. acida y Ec. chiloensis las especies
hospederas mas importantes, por su amplia distribucién y por la fuerte prevalencia
de T. aphyllus sobre ellas. En principio se esperara que los parasitos prefieran a
hospederos de mejor calidad como recurso, ya que de esto depende en gran medida
el éxito reproductivo del pardsito (Gandon 2004). Sin embargo, los resultados
muestran que el parasito no esti seleccionando a sus hospederos y, como es de
esperar, tampoco muestra diferencias en la adecuacién biolégica asociada a la
identidad del hospedero.

Las plantas pardsitas al no poder abandonar a su hospedero inicial para
escoger a uno mejor, suelen satisfacer todas sus necesidades nutricionales en el
primer hospedero que infectan (Thompson 1994), independientemente de la
calidad de este como recurso (Kelly 1990, Matthies 1996, 1998). Es posible que la
planta haya desarrollado caracteres fisiolégicos mds pldsticos para poder
maximizar su adecuacién biol6gica independientemente de la especie de hospedero
infectado. Por otro lado, T. aphyllus presenta una distribucién altamente agregada
(Medel et al. 2004), debido a Ia conducta de su dispersor, el ave Mimus thenca que
defiende territorios estrechos durante la época de fructificacién del muérdago, lo
que limitarfa las posibilidades dispersion de las semillas a grandes distancias

{Rivera-Hutinel 2008), obligando al parasito a infectar mayoritariamente solo a los
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hospederos que le es posible alcanzar, independiente de su identidad y de su
calidad como recurso.

Por su parte, los cactus parecen estar generando defensas para evitar la
infeccién por T. aphyllus, las que serfan particularmente importantes en algunas
localidades, donde los cactus sanos presentan espinas de mayor longitud que los
infectados (ver Gonziles 2007, Medel 2000, Medel et al. 2010), sin embargo, el
patrén es complejo y dificil de interpretar. El grosor de la epidermis, rasgo asociado
a la limitacién de la implantacién del muérdago (ver Botto-Mahan et al. 2000),
también muestra diferencias significativas entre la porcién parasitada y no
parasitada de los hospederos principales en algunas localidades. Aun cuando no se
observa un efecto generalizado del parasitismo en este rasgo, es interesante notar
que las diferencias en el grosor de la epidermis entre las porciones parasitadas y no
parasitadas de Eu. acida se observan en el norte de la distribucién, donde esta
especie es el hospedero principal, mientras que en Ec. chiloensis, las diferencias se
observan en las localidades del sur, donde Ec chiloensis es el hospedero mds
frecuente (ver Tabla 3). Estos resultados sugieren que el grosor de la epidermis
podria estar sujeto a seleccibn mediada por el parasito, lo que debiera ser
estudiado mas profundamente en el futuro.

La teorfa de mosaico geografico coevolutivo (Thompson 2005), sefiala que la
interaccion parasito-hospedero debiera variar espacialmente, encontrdndose
ambientes donde la suma de interacciones entre parasitos y hospederos es fuerte

(puntos calientes) y ambientes donde es débil (puntos fries). Al evaluar los ajustes
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y desajustes entre caracteres de defensa y contra-defensa se observa que en
general estos rasgos interactian débilmente, mostrando a lo largo del muestreo
puntos mayoritariamente tibios. Modelos cldsicos sugieren que un alto mimero de
hospederos o un alto flujo génico del pardsito homogeneizaria a las poblaciones a
través del tiempo, lo que reduciria el nivel de adaptacién local (Holt y
Gomulkiewicz 1997). Mientras otros sefialan que cuando el flujo génico del parasito
es mayor que el de los hospederos, se esperaria adaptacién local mas pronunciada,
causada por un aumento en la variacién genética de las poblaciones de parésitos, lo
que causaria el aumento de la eficacia de la selecciéon (Gandon et al 1996, Lively
1999, Gandon y Michalakis 2002, ver Greischar y Koskela 2007). La mayoria de las
semillas de T. aphyllus son dispersadas apenas a 35 metros de la planta madre
(Rivera-Hutinel 2008), lamentablemente no hay informacién sobre la dispersién de
las semillas de los cactus hospederos. Otra explicaci6n posible que los rasgos
evaluados estén respondiendo a presiones selectivas generadas por la interaccién
con otros organismos, que relajarfan los patrones coevolutivos entre el parasito y
hospederos (Thompson 2005).

Es importante sefialar que la ocurrencia de coevolucién antagénica entre
parésitos y hospederos no depende solamente del potencial para evolucionar de los
interactuantes, sino también de la historia de la interaccién en cada una de las
localidades (ver Nuismer y Thompson 2006). En este sentido, es probable que la
escasa deteccion de interacciones fuertes entre parisito y hospederos se deba a

que las interacciones locales son demasiado recientes (ver capitulo II), por lo que
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los interactuantes no habrian tenido tiempo para generar relaciones coevolutivas

mas intensas.
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TABLAS

Tabla 1. Ubicacién geografica y altura de las 17 localidades estudiadas. Adem4s
se sefiala el c6digo con que se identificé a cada sitio

LONGUITUD
LOCALIDAD CODIGO LATITUDS W h (mt}
Llanos de Challe CH 28207,575' 71°02,051" 142,0368
Camino Pta. Choros CC 29219,174" 71214717 191,1096
La Higuera II HGII 29224,608" 71°10,457' 10,3632
La Higueral HGI 29230,264" 71213,270 481,2792
Quebrada Honda QH 29237,183  71215,246' 208,1784
Los Hornos LH 29238,129' 71¢17,358' 31,3944
Huampulla HU 30226,722" 70259,445' 598,6272
Fay Jorge F] 309 38,735" 71231,603" 243,84
Oruro OR 30239,056" 71238,715’ 98,1456
Monte Patria MP 30942,319° 71201,385' 405,0792
Combarbala CM 31209,115° 7192041,650' 831,4944
Los Rulos LR 31°18,876" 71213,089 596,7984
Las Chinchillas LC 31°30,402' 71207,016' 625,7544
Tilama TL 32°05,622" 71215,046' 302,9712
Cabildo CB 32226,503" 71200,565 244,4496
Caleu CL 33201,479" 70957371 1068,324
Farellones FA 33220,783" 70°21,093" 1612,0872
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Tabla 2: Muestra para cada hospedero por localidad, los valores
de prevalencia del parasitismo (PP), abundancia relativa del
hospedero (AR) y la adecuaci6n biolégica de T. aphyllus sobre
cada hospedero (AB).

Localidad Hospederc PP AR AB

CH A 0,01 0,26 28,2
CcC A 0,01 0,94 181,3
HGII A 0,82 1 218,28
HIGI A 0,47 1 247,55
QH A 0,38 0,74 357,5
LH A 0,12 0,33 1414
HU A 0,16 0,68 216,4
HU H 0,04 0,32 113,1
FJ A 0,20 0,47 317,55
OR A 0,08 0,41 2825
OR H 0,28 0,59 325,65
MP A 0,18 0,8 118,55
MP H 0,03 0,21 74

CM H 0,15 0,91 121,13
CM A 0,03 0,09 48

LR A 0,11 0,27 168,7
LR H 0,22 0,73 183,3
LC A 0,04 0,33 180
LC H 0,30 0,67 289,5
TL H 0,51 1 408,9
CB H 0,51 1 190,5
CL H 0,52 1 359
FA H 0,49 1 60

La columna “Localidad” distingue con letras el lugar de
muestreo (ver Tablal). La columna “Hospedero” distingue con
una letra la especie hospedera de la cual fue colectado el
muérdago H= Echinopsis chiloensis, A= Eulychnia acida.
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Tabla 3. Resume las ANDEVAS de una via realizadas en cada localidad, para
determinar diferencias en el largo de espinas entre los hospedantes parasitados y
no parasitados por Tristerix aphyllus. F, corresponde al valores de Fisher, DF1=
grados de libertad del tratamiento, DF2= grados de libertad del error, p= valor de
p, X0= promedio de espinas en individuos no parasitados, X1= promedio de
espinas en individuos parasitados. En negrita se destacan los valores

significativos
LOCALIDAD F DF1 DFZ Prob>|t] X0 X1
SP
HOSPEDERA
CCA 0,4184 1 23 0,524 95,75 88,90
HGIIA 45,068 1 48 <0,0001 131,80 107,62
HGIA 3,783 1 35 0,060 117,74 109,35
QHA 0,2786 1 38 0,601 88,19 85,64
LHA 28,738 1 38 <0,0001 104,47 86,23
HUA 4,888 1 18 0,0402 124,30 138,97
HUH 26,840 1 18 <0,0001 141,42 109,32
FJA 1,429 1 39 0,239 86,33 78,46
ORA 1,946 1 38 0,171 97,87 90,96
ORH 0,0403 1 38 0,842 70,34 69,86
MPA 3,534 1 28 0,071 113,47 96,79
MPH 3,814 1 13 0,073 88,58 68,72
CMH 7,345 1 28 0,011 136,06 110,44
LRA 14,7627 1 38 0,0004 124,91 101,82
LRH 5,090 1 38 0,030 108,88 96,69
LCA 2,160 1 38 0,150 125,73 118,74
LCH 25509 1 38 0,119 119,36 111,10
TLH 0,4708 1 38 0,497 56,06 53,03
CBH 2,925 1 38 0,095 72,28 61,80
CLH 11996 1 38 0,001 67,48 48,53
FAH 2,510 1 28 2,510 90,49 80,76

La columna “Localidad” se distingue con las dos primeras letras el lugar de
muestreo (ver Tablal) y con la Gltima letra la especie hospedera de la cual fue

colectado el muérdago A= Eulychnia acida y H= Echinopsis chiloensis.
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Tabla 4. Resume las ANDEVAS de una via realizadas en cada localidad, para
determinar diferencias en el grosor de la epidermis entre los hospedantes
parasitados y no parasitados por Tristerix aphyllus. F, corresponde al valores de
Fisher, DF1= grados de libertad del tratamiento, DF2= grados de libertad del
error, p= valor de p, X0= promedio del grosor de la epidermis en individuos no
parasitados, X1= promedioc del grosor de la epidermis en individuos parasitados.
En negrita se destacan los valores significativos

LOCALIDAD DF1 DFZ Prob>|t] X0 X1
SP

HOSPEDERA

CCA 3555 1 27  0,0702 1,700 1,551
HGIIA 0039 1 48 08451 1,705 1,712
HGIA 7626 1 33 00093 1,713 1,637
QHA 0252 1 36 06185 1,643 1,623
LHA 5101 1 38 00297 1,635 1,573
HUA 8867 1 18  0,0081 1,607 1,496
HUH 1559 1 18 0,228 1,446 1,365
FJA 2278 1 39  0,1393 1,481 1,538
ORA 0028 1 38 08691 1,517 1,521
ORH 0041 1 38 08415 1,386 1,379
MPA 0562 1 28 04598 1,530 1,503
MPH 0851 1 13 0,373 1,332 1,282
CMH 5932 1 28 00215 1,519 1,399
LRA 5363 1 39 00261 1,716 1,658
LRH 0129 1 38 07213 1,562 1,574
LCA 0017 1 38 08982 1,679 1,674
LCH 5 1 38 00294 1,672 1,573
TLH 0,615 1 38 0,903 1,487 1,481
CBH 1,785 1 38  0,1895 1,482 1,444
CLH 5826 1 38  0,0207 1,540 1,461
FAH 5932 1 28 00215 1,519 1,399

La columna “Localidad” se distingue con las dos primeras letras el lugar de
muestreo (ver Tablal) y con Ia tltima letra la especie hospedera de la cual fue
colectado el muérdago A= Eulychnia acida y H= Echinopsis chiloensis.
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LEYENDAS DE FIGURAS

Figura 1. Mapa de los sitios estudiados entre las regiones de Atacama y
Metropolitana. Las abreviaturas de cada localidad se sefialan en la Tabla 1.

Figura 2. A. Frutos maduros de Tristerix aphyllus. B. Semillas de T. aphyllus, limpias
de pulpas y dispuestas en papel secante. C. Semillas de T. aphylius puestas a
germinar en condiciones de jardin comin. D. Muestra la elongacion de las radiculas

de T. aphyllus.

Figura 3. Muestra la prevalencia del parasito como una funcién de la abundancia
relativa de sus hospederos mas comunes Eu. acida (A} y Ec. chiloensis (H). La linea
punteada nos sefiala como es la respuesta cuando no hay seleccién (b= 1}.

Figura 4. Los circulos sefalan la distribucién geogréfica de puntos calientes (rojo),

calientes/tibios (anaranjado), frios/tibios (celeste) y frios (azul), cuando T. aphylius
esta parasitando a Eu. acida (A) y Ec. chiloensis (B).
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CAPITULO Ii

FILOGEOGRAFIA DEL HOLOPARASITO TRISTERIX APHYLLUS: IMPORTANCIA

DE LOS HOSPEDEROS Y DE LA HISTORIA CUATERNARIA
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RESUMEN

Los patrones de diversidad genética de una especie y su distribucion
geografica son el resultado de la interaccién de factores histéricos, ecolégicos y de
historia de vida. Los efectos de los eventos histdricos han sido extensamente
estudiados, considerando a las oscilaciones climéaticas del Pleistoceno como las
principales responsables de los patrones actuales de diversidad genética. No
obstante, las interacciones bidticas pueden tener también un papel importante,
particularmente en plantas parasitas y sus hospederos. En efecto, se han reportado
casos en que los patrones de diversidad genética de plantas parasitas se
correlacionan fuertemente con la distribucién moderna de sus hospederos, dando
cuenta de procesos de especializacién y diferenciacién, pero también se han
descrito patrones mas complejos que se han atribuido a eventos histéricos.

En este frabajo se estudiaron los patrones de distribuciéon de la
diversidad genética de Tristerix aphyllus, Tristerix aphyllus, una holoparasita que
infecta cactus columnares, entre los entre los 30 y 35°5, considerando que su
estructuracion genética puede estar determinada fuertemente tanto por la
identidad de sus hospederos principales, como los fenémenos historicos
asociados a las fluctuaciones climaticas del cuaternario. Los resultados sefialan
que el muérdago presenta una alta estructuracién genética atribuible a factores
histéricos, y a la existencia de “refugios xéricos” donde habrian permanecido sus

hospederos durante los ciclos glaciales que caracterizaron el Pleistoceno, lo que
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probablemente se ve agudizado por la escasa movilidad actual de la planta

parasita.
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ABSTRACT

The patterns of genetic diversity of a species and their geographic distribution
are the result of the interaction between historic, ecologic, and life history traits.
The effects of the historic events considering Pleistocene climatic oscillations as
the main cause of the current patterns of genetic diversity have been extensively
studied. However, the biotic interactions can also have an important role,
particularly in parasitic plants and their hosts, in fact, cases have been reported
in which the genetic diversity patterns of parasitic plants are strongly correlated
with the modern distribution of their hosts, showing processes of specialization
and differentiation, but more complex patterns also have been described and
attributed to historic events.

Tristerix aphyllus is a holoparasite that parasites columnar cacti between the 30
and 35 °S. In this work it’s been studied the distribution patterns of the genetic
diversity of the holoparasite T. aphyllus, considering that its genetic structure
can be strongly determined by the identity of its main hosts, and also
considering that the current genetic patterns of the T. aphyllus populations can
respond to historic phenomena associated to the Quaternary -climatic
fluctuation. The results indicate that the mistletoe presents a high genetic
structure attributable to historic factors and to “xeric refuges” where hosts
would have stayed during the glacial cycles that characterized the Pleistocene,

which it’s probably intensified by the current limited mobility of the haplotypes.
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INTRODUCCION

Los patrones de diversidad genética de una especie, y su distribucion geografica,
son el resultado de la interaccién de factores histéricos, ecolégicos y de historia de
vida (Hamrick 1996, Nybom y Bartish 2000, Nybom 2004, Thiel-Egenter et al.
2009). Los efectos de los eventos histéricos han sido ampliamente estudiados,
considerando a las oscilaciones climaticas del Pleistoceno como los principales
responsables de los patrones actuales de diversidad genética (Hewitt 1996 2000).
Aunque, también se ha destacado la influencia de las formas de vida (Willis y Niklas
2004, Smith y Donoghue 2008), sistemas de reproduccién (Nybom 2004, Pérez
2011) y modos de dispersion (Peakall y Beattle 1995, Fér y Hroudova 2009). Menos
atencion ha recibido el rol que las interacciones bidticas han tenido en la
conformacién de los patrones actuales de diversidad genética (ver Wookey et al.
2009, Cahoon et al. 2012), a pesar de que se ha enfatizado que estas podrian ser
claves para entender la respuesta de las especies a los cambios climdticos (ver
Aratijo y Luoto 2007, Montoya y Raffaeli 2010).

La importancia de las interacciones bidticas en los patrones de diversidad
genética puede ser especialmente relevante para especies vegetales cuya
adecuaci6n biol6gica depende fuertemente de otras especies, como en €l caso de
especies ex0gamas con sistemas de polinizacién especializados (Pérez et al.
2009, Pérez 2011) o el de plantas parasitas dependientes de una o pocas

especies de hospederos (Futuyma y Morenc 1988, Via 1990, Forbes et al. 2002).
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En el caso de las plantas pardsitas se ha propuesto que la estructura genética
poblacional debiese depender fuertemente de la distribucion de sus hospederos
(Mulvey et al. 1991, Nadler 1995, Jerome y Ford 2002, Zuber y Widmer 2009), y
en efecto, varios estudios filogeogréficos en plantas parasitas han documentado
correlatos significativos entre la estructura genética poblacional de estas y la
distribucién moderna de sus principales hospederos, dando cuenta de procesos
incipientes de especializacién y diferenciacion (Zuber y Widmer 2009, Jerome y
Ford 2002). Otros estudios, sin embargo, dan cuenta de patrones mas complejos
atribuidos a otros factores (Nadler 1995, Amico 2007, Amico y Nickrent 2009),
como por ejemplo, rasgos de la historia de vida tanto del paréasito, como del
hospedero, que jugarfan un papel importante en la determinacién de la
estructura poblacional del par4sitos (Nadler 1995).

Tristerix aphyllus es una planta holoparasita, que habita en la zonas 4ridas
y semiaridas de Chile entre los 27 y los 352 S. A lo largo de su rango de
distribucién explota ocho especies de cactus columnares de los géneros
Echinopsis (Ec. deserticola, Ec. litoralis, Ec. chiloensis, Ec. skottsbergii, Ec.
coquimbana), y Eulychnia (Eu. breviflora, Eu. castanea y Eu. acida). Esta especie
es la tnica del género que ha perdido las hojas, y que por tanto depende
completamente de los fotosintatos producidos por el hospedero, ademas de
competir por los nutrientes y agua. Tristerix aphyllus es polinizada tinicamente
por el ave Sephanoides sephaniodes y dispersada sélo por el ave Mimus thenca

(Medel et al. 2000}, que mueve las semillas solo a cortas distancia (Rivera-
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Hutinel 2008). La agregaci6én de las semillas del muérdago y la estrecha
dependencia de los pardsitos con sus hospederos, sumado a la historia
cuaternaria de las zonas drida y semidridas del norte y centro de Chile nos
debiera dar cuenta de los patrones de diversidad genética del muérdago.

Las zonas 4ridas y semiaridas del norte y centro de Chile sufrieron fuertes
fluctuaciones en el régimen de precipitaciones durante los ciclos
glaciares/interglaciares que caracterizaron el Cuaternario. Las reconstrucciones
climaticas sugieren condiciones secas para el desierto de Atacama y los Andes
dridos durante la tltima glaciacion (Ammann et al. 2001, Grosjean et al. 2001).
Las condiciones se habrian vuelto mas hiimedas durante el tardiglacial
(Betancourt et al. 2000, Rech et al. 2002, Latorre et al. 2006) y nuevamente
dridas durante el Holoceno medio, periodo en que la cubierta vegetal fue muy
escasa y posiblemente dominada por plantas xerdfitas C3 o CAM (Kaiser et al.
2008). Por otra parte, registros palinolégicos del Norte Chico muestran en esta
zona condiciones mdas hiimedas que las actuales con presencia de Nothofagus y
Prumnopitys andina durante el filtimo maximo glacial (Maldonado y Rozas 2008}
y un maximo de aridez en el Holoceno (7.500-6.000 afios AP) marcado por la
expansion de la vegetacion xérica y la contraccién de los bosques pantanosos
{Maldonado y Villagran 2002, Maldonado y Villagran 2006). Al igual como se ha
propuesto para especies de zonas templadas y boreales, se ha sugerido que esto
cambios podrian haber dejado una fuerte impronta genética en las especies

xéricas, pero lamentablemente los estudios filogeograficos en especies xeréfitas
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del norte y centro de Chile son muy escasos, y los pocos estudios que hay
muestran patrones contrastantes. Por ejemplo, el complejo Nolana paradoxa
(Ossa et al. 2013), presenta un fuerte quiebre filogeografico entre poblaciones
del norte y sur de Chile, con altos niveles de diversidad en ambas zonas,
sugiriendo que esta especie fue capaz de sobrevivir el UMG a lo largo de todo su
rango de distribucién, En cambio, el complejo N. incana- N. crassulifolia, presenta
una concentracién de la diversidad genética en el norte, y una pérdida de
haplotipos hacia el sur, lo que sugiere que este complejo contrajo su rango hacia
el norte durante los periodos frfos y hlimedos, y que luego se expandié hacia el
sur durante los periodos secos y calidos (Ossa et al. 2013).

En este trabajo se estudiaron los patrones de distribucién de la
diversidad genética del holoparasito Tristerix aphyllus, para lo cual se plantearon
dos hipdtesis alternativas: i} la estructuracion genética de T. aphyllus se
corresponde con la identidad de sus hospederos principales, ya que estos al ser
el fnico recurso explotado por el muérdago, podrian ejercer fuertes presiones
selectivas diferenciales sobre la planta parasita. ii) Los patrones actuales de
estructuracién genética de las poblaciones T. aphyllus responden principalmente
a fenémenos historicos, asociados a contraccién y expansion de la flora xérica,

causada por las fluctuaciones climaticas del Cuaternario.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de material y amplificacion de ADN

Entre julio y septiembre de los afios 2008 y 2009 se recolectaron muestras de 17
poblaciones de Tristerix aphyllus, entre las Regiones de Atacama y Metropolitana
(Figura 1). En cada poblacion fueron muestreados hasta 15 individuos. Cada
muestra consistié en pediinculos florales, los que se almacenaron en bolsas
herméticas con silica gel. Cada muestra fue caracterizada registrando la fecha,
Iugar y especie de hospedero en que fue encontrado el muérdago (Tabla 1). El
ADN de cada individuo fue extraido a partir de aproximadamente 20 mg del
tejido seco almacenado, el que fue molido en una Mini-Beadbeater. El protocolo
de extraccidn se detalla en el Anexo 1. Cada extraccion fue verificada usando un
gel de agarosa al 1% preparado con GelRedTM de Biotium, bajo Iuz UV, y la
concentracion de DNA de las muestras fue determinada usando un
espectrofotémetro Nanodrop ND-1000.

Con el fin de determinar cuél era el marcador que presentaba mayor
variabilidad se realizaron pruebas de partidores universales para diferentes
regiones del cloroplasto. Se amplificaron un total de 17 regiones cpDNA
(Taberlet et al. 1991, Demesure et al. 1995, Dumolin-Lapegue et al. 1997, Tate y
Simpson 2003, Sang et al. 1997, Shaw et al. 2005, Shaw et al. 2007) incluyendo
un microsatélite cloroplastidial {Weising y Gardner 1999) (Tabla 2), usando al

menos tres individuos provenientes de poblaciones del norte, centro y sur del
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muestreo. De todas las regiones amplificados sélo Ja region rpof3-trnC (Shaw et
al., 2005) presento variabilidad. Para mejorar la amplificacién de esta region, se
disefio un par de cebadores internos (forward: 5’ TATAGCTCATTTCTAGTCATA-
3’; reverse: 5’- ATACGGGTTACTTAACTTT -3') con el programa Premier 5.0
(PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA).

Los protocolos de amplificacién fueron determinados después de hacer
curvas de temperatura y concentracion de magnesio. Las reacciones de
amplificacién (PCR), para la regién rpof3-trnC, se prepararon en una solucién
final de Buffer 1x, MgCl2 3 mM, ANTP (Invitrogen) 0,2 pM, Taq DNA polimerasa
(Invitrogen) 2 UL, partidores 0,75 pM, DNA 50-100 ng (en 30 pL de volumen
final). La amplificacién fue realizada para 137 individuos, segin el siguiente
protocolo: denaturacién inicial de 94°C y 40 ciclos de denaturacion a 94°C por
30 segundos, unién o “annealing” de partidores a 552C por 45 segundos, seguido
de 2 minutos y medio de extension, y de un paso de extensién final a 722C de 10
minutos. El producto de amplificacién fue verificado en gel de agarosa al 1%
preparado con GelRedTM de Biotium, en electroforesis bajo el buffer 1X TAE
(0.04M Tris- Acetato, 0.001 M EDTA, pH 8.0) y visualizado bajo luz UV. La
purificacién y secuenciacién del producto de PCR se realizaron en MACROGEN
Inc. Las secuencias obtenidas fueron alineadas manualmente con el programa
BioEdit (Hall 1999). La regién presento extensas y miiltiples zonas de
insercién/delecion {indel), las que fueron consistentes y de alineacién no

ambigua. Para disminuir el tamaiio de los fragmentos con insercidon/delecién y
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poder realizar andlisis filogeograficos y de estructuracién poblacional, las
secuencias fueron editadas con el programa CLC Sequence Viewer 6. Antes de
realiza los andlisis se codificé manualmente cada insercién-delecién como una
finica mutacién, para esto se editaron las secuencias considerando cada
insercién/delecién como homoéloga solo cuando el nimero de bases y las
regiones limitantes eran iguales entre los haplotipos.
Diversidad Genética
Las secuencias editadas, se exportaron al programa DnaSP 5.1 (Librado y Rozas
2009) para calcular {ndices de diversidad genética, como numero de sitios
polimérficos (S), nimero de haplotipos (K), diversidad alélica (H), diversidad
nucleotidica y niimerc promedio de diferencias entre dos secuencias (]]). Los
indices de diversidad también fueron determinados en dos subgrupos de
secuencias, en los que se forzaron agrupamientos de los haplotipos: (@) por la
identidad de los hospederos mas comunes de T. aphyllus (Ec. chiloensis, Eu. acida
y Ec. deserticola), y (b) por la identidad de los hospederos mds importantes (Ec.
chiloensis y Eu. acida) usando sélo poblaciones en las cuales estos se encuentran
en simpatria.

Red de Haplotipos

Posteriormente se identificaron relaciones filogeograficas entre los haplotipos-de

cpDNA, construyendo una red de haplotipos “Median Joining Network” (M])

(Bandelt et al. 1999) con el programa Network 4.5 (Fluxus Technology Ltd 1999-

2009), apropiado para secuencias con baja tasa de sustituciéon (Woolley et al
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2009), con el propésito de visualizar abundancia y relacién de haplotipos
ancestrales y derivados tanto en el espacic geografico, como asociado a los

hospederos.
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Diferenciacidn Genética.

Para determinar el grado de diferenciacién genética de T. aphyllus esta
asociada a sus hospederos mis comunes, se estimd el indice de fijacion FCT
(proporcion de la varianza genética total debida a las diferencias entre grupos de
poblaciones), a través de un Andlisis de la varianza molecular (AMOVA), con el
programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer 2010), forzando a los haplotipos a
agruparse con respecto a los tres hospederos mas frecuentes (Eu acida, Ec
chiloensis y Ec deserticota).

Posteriormente, para determinar si la diferenciacién genética de T.
aphyllus esta realmente asociada a la identidad de los hospederos y no
responde a la distribucion geografica de los mismos, se determiné el grado
diferenciacién genética de T. aphyllus asociada a los hospederos Eu. acida y Ec.
chiloensis, cuando estan en simpatria, a través de un andlisis de la varianza
molecular (AMOVA), forzando a los haplotipos a agruparse con respecto a las
dos especies de hospederos, usando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y
Lischer 2010).

Para determinar si la estructuracion genética de T. aphyllus responde
a su distribucion geografica actuwal, se calcularon los estimadores de
diferenciacién poblacional Gst y Nst, los que dan cuenta de la relacién entre la
media de la diversidad genética dentro de la poblacién y la diversidad genética
total. El indice Gst hace uso s6lo de las frecuencias alélicas, mientras el indice Nst

también toma en cuenta las distancias genéticas entre los haplotipos. Estos
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indices fueron estadisticamente comparados usando una prueba de 1.000
permutaciones con el programa PERMUTCPSSR 2.0. Valores de Nst
significativamente superiores a Gst, nos indicarfa que los haplotipos presentes
en una misma poblacién estrl’;n mds estrechamente relacionados entre si, que
con los haplotipos de otras poblaciones, lo que indicarfa estructuracién
filogeografica.

Se evalué la diferenciacion genética entre localidades, estimando el indice
de fijaciébn (Fst), generado en Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). La
estructura genética de la poblacidn fue investigada usando dos métodos de
agrupamiento, uno basado en estadistica multivariada, SAMOVA v.1.0
(Dupanloup et al, 2002) (Structure Analysis of Molecular Variance) y otro
basado en estadistica bayesiana, Geneland 0.3 (Guillot et al. 2005), ambos
métodos integran las coordenadas espaciales de las muestras. El programa
SAMOVA se basa en el procedimiento de acoplamiento simulado para identificar
grupos de poblaciones (k}, que son geograficamente homogéneas, diferenciando
las al méximo, a través de la maximizacién el FCT. Los valores de FCT se
obtuvieron corriendo el programa secuencialmente y forzando los datos a
agruparse en k grupos {Dupanloup et al. 2002), en nuestro caso k va de dos a
seis. Por su parte Geneland se basa en una inferencia bayesiana realizada
mediante la simulacién de la distribucién a posteriori de los parimetros

mediante la técnica Monte Carlo, via Cadenas de Markov (MCMC} (Guillot et al.

2005), se usaron 10x106 iteraciones de MCMC, explorando un nimero potencial
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de subpoblacicnes, entre k= 1 y k= 13; se usaron 13 poblaciones y no las 17
muestreadas, ya que se considero como una tinica poblacién las localidades
monotipicas (LB- TL-TT y CL- CB-FA). Para corroborar las diferencias entre
grupos, se estimaron los indice de fijacién FST (Arlequin 3.5), entre los grupos

generados por el programa SAMOVA y Geneland.

Patrones demogrdficos

Para identificar eventos demograficos, como eventos de cuello de botella,
equilibrio y expansién poblacional, se realizé la prueba de Tajima (D; Tajima,
1989) y Fu (Fs; Fu, 1997} con el programa Arlequin 3.5, para el conjunto de
poblaciones y para los grupos formados por los programas SAMOVA y Geneland.
Cuando las poblaciones han experimentado tamafios poblacionales estables
durante largos periodos de tiempo, se espera que la distribucidn “mismatch” sea
multimodal, mientras que bajo expansién poblacional, se espera que la
distribucion “mismatch” presente una distribucion unimodal y en forma de
campana, sin grandes diferencias en la frecuencia entre pares dentro de la

£

poblacién {ie un bajo raggedness, R). La distribuciones de “mismatch” se

analizaron en ARELQUIN (Rogers 1995, Excoffier 2004).




RESULTADOS

Diferenciacién genética e indices de diversidad de T. aphyllus en relacién a sus
hospederos

Se secuenciaron un total de 137 individuos de T. aphyllus, con 107 de ellos
parasitando a los tres hospederos mas frecuentes (Eu Acida, Ec chiloensis y Ec
deserticotd). Se identificaron 9 haplotipos en total, siendo los mdés frecuentes los
haplotipos H4 (25%) y H7 (29%) ubicados en el centro y norte de la
distribucién (Tabla 4.1 y Figura 2). De acuerdo a la red de haplotipos, el
haplotipo H7 da origen a los haplotipos H8 y H9, ubicados también en el norte,
mientras que el haplotipo H4 da origen a los haplotipos H3 y H6 ubicados en el
centro de la distribucién (Figura 3)

La mayoria de los haplotipos son compartidos por més de un hospedero,
sin embargo, algunos tienden a ser mas frecuentes en una de las especies. Por
ejemplo, los individuos con el haplotipo 1 (H1) parasitan mayormente a Eu.
acida, mientras que los individuos con el haplotipo 5 (H5) parasitan Unicamente
a Ec. chiloensis (Tabla 3.1.1). Al realizar un AMOVA forzando a los haplotipos a
agruparse con respecto a los hospederos Eulychnia acida, Echinopsis chiloensis y
Echinoipsis deserticota, se determiné que el 65,77% (FSC= 0,77; p< 0,0001) de la
variabilidad genética se distribuye dentro de los subgrupos, correspondiendo a
la diferenciacion inter-hospedero solamente el 14,62% (FCT= 0,146; p= 0,036).

Este valor sin embargo es significativo (Tabla 3.1.3), lo que sugiere una
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estructuracién genética de T. aphyllus asociada a sus especies hospederas, a
pesar del fuerte componente geografico que sugiere el FSC.

No se observaron grandes diferencias en los indices de diversidad
haplotipica entre los individuos que parasitan a Eu. acida con respecto a los que
parasitan a Ec. chiloensis. Sin embargo, los individuos que parasitan a Ec
deserticola presentan un menor nimero de sitios polimoérficos, menor nimero
de haplotipos, menor diversidad haplotipica y un menor niimerc de diferencias
entre pares de secuencias que los que parasitan Eu. acida y Ec. chiloensis (ver
Tabla 3.1.2).

Con el fin de determinar si los resultados obtenidos en la seccién anterior
son o no reflejo de la distribucién geografica de los hospederos, se restringi6 el
analisis a las poblaciones de T. aphyllus, donde se observa coexistencia de los
hospederos mds importantes, Eu. acida y Ec. chiloensis. En total se analizaron 53
secuencias, que presentan siete haplotipos diferentes. Se observé una distribucién
homogénea de los haplotipos con respectos a las especies hospederas (Ver Tabla
3.2.1). Al realizar un AMOVA considerando solo las localidades donde coexisten
Ec. chiloensis y Eu. Acida, se determiné que 81,57% de la variabilidad genética se
distribuye dentro de los grupos (FSC= 0,704; p< 0,0001), mientras que
variabilidad genética no es distinta entre los hospederos (FCT= -0,157; p= ns)
(Tabla 3.2.3). Tampoco se observan diferencias en los indices de diversidad

haplotipica entre hospederos {Tabla 3.2.Z). Estos resultados sugieren que la
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estructuracién genética de T. aphyllus esta fuertemente determinada por factores

geograficos, y no por la identidad del hospedero.

Indices de diversidad y diferenciacion poblacional (sin considerar identidad de
hospederos).

Al analizar la diversidad intrapoblacional por sitio, es decir, considerando el
total de individuos de T aphylius y sin diferenciar por hospedero, se encontr6 un
patrén latitudinal, con concentracién de la diversidad de haplotipos en el centro,
y una disminucién progresiva hacia los extremos de la distribucién, con
poblaciones monotipicas al norte (CH) y sur (TL, TT, LB, CB, CL y FA)

Los valores de los coeficientes de diferenciacién poblacional GST (0,728)
y NST (0,808) fueron significativamente distintos de cero (p < 0,001), indicando
que gran parte de la diversidad genética es explicada por variabilidad
interpoblacional. Ademds los valores de NST fueron significativamente
superiores a GST (p= 0,024), reflejando estructuracion filogeografica.

El anilisis de SAMOVA reconoce cincoe grupos con un 84,09% de la
varianza explicada (Tabla 5.1). El primer grupo incluye a localidades del extremo
norte de la distribucién (CH, FR, HG, LH), el segundo a las del centro {MP, CM, LR,
LC, TL, LB, TT), el tercero a las del sur {CB, CL, FA), otro grupo queda
conformado sélo por la localidad de Huampulla (HU), y un quinto corresponde a
la zona de Fray Jorge (F], OR) (Figura 4.1, Tabla 5.2). El andlisis con Geneland

(Guillot et al. 2005) confirma las agrupaciones obtenidas con el SAMOVA (Figura
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4.2 y 4.3), sefialando una fuerte estructuraciéon genética de las subpoblaciones
obtenidas (Figura 4.2). Los valores de FST para los grupos formados por analisis
de SAMOVA y Geneland, indican diferenciacién significativa (p << 0.001) entre
todos los grupos (Tabla 5.3).

Las pruebas de neutralidad de Tajima (D} y Fu (Fs), para los grupos
generados por SAMOVA y Geneland, muestran expansion demografica para el
grupo Norte (NN), con un indice D negativo y significativo (D= -1,456; p= 0,046),
aun cuando el fndice Fs no es significativo (Tabla 5.3). La expansion del grupo
NN fue corroborada por el andlisis de “Mismatch”, que nos muestra una

distribucién unimodal con un fndice de Raggedness = 0,5847 (p= 0,66).
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que en T. aphylius el componente
geografico es mucho mas importante en la estructuraciéon genética, que la
identidad de los hospederos, contrario a lo que ocurre en otras especies de
Lorantdceas, en las que se ha detectado una fuerte estructuracién genética con
respecto a los hospederos mas importantes como son el caso del muérdago
hemiparasito Viscum album que presenta una alta estructuracién genética
asociada a los drboles hospedantes (Zuber y Widmer 2009}, o el caso es el de la
planta pardsita Arceuthobium americanum (Viscaceae) que presenta tres razas
que se corresponden con sus tres especies hospederas (Jerome y Ford 2002). Sin
embargo, en la mayoria de los parasitos se suele encontrar una estructuracion
genética compleja, que responde no solo a la identidad de sus hospederos sino
también a factores ecolégicos, filogeograficos y de rasgos de historia de vida
tanto de la especie parasita, como del hospedero (Price 1980, Mulvey et al. 1991,
Thompson 1994, Avise 2000, Jerome y Ford 2002, Zuber y Widmer 2009)

Al indagar si los patrones de estructuracién genética de las poblaciones T.
aphyllus responden a fenémenos histéricos, se detectaron altos niveles de
diferenciacion genética entre poblaciones y una significativa estructuracién
filogeografica. Posteriores andlisis de SAMOVA y Genland muestran que los
haplotipos se agregan en cinco grupos bien definidos. Aun cuando, la red de

haplotipos muestra patrones dificiles de explicar, como por ejemplo, una
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estrecha relacion entre los haplotipos de los grupos de Ff y S a pesar de estar
distantes geograficamente, o grandes diferencias entre los haplotipos de los
grupos HU y N, a pesar de ser geograficamente muy cercanos {(ver figura 3).
Posiblemente estos patrones estén dando cuenta de eventos de cuello de botella
y/o efecto fundador, asociados a la existencia de refugios xéricos en el centro-
norte de Chile durante los periodos htimedos del Plesitoceno-Holoceno
(Maldonado y Villagran 2006, Ossa et al. 2013). En Europa, los movimientos
migratorios de distintos linajes de plantas tras el retroceso de los glaciares estan
bien documentados (Petit et al. 2002a, Petit et al. 2002b, Grivet y Petit 2003,
Hampe et al. 2003, Petit et al. 2005), pero se cuenta con poca informacién para el
sur de Sudamérica. En la zona 4rida y semi-4rida de Chile, se especula que
existieron miltiples refugios xéricos, desde cuales T. aphyllus junto a sus
hospedadores y dispersores, pudieron haber migrado, desde miltiples
localidades hasta su distribucién actual, estableciéndose una distribucién
compleja de los haplotipos de Tristerix (Amico 2007, Amico y Nickrent 2009).
Los analisis de demograficos muestran que el grupo del mds al Norte
(NN) esta en expansion demografica, a pesar de que la red de haplotipos no
presenta la tipica forma de estrella, y muestra una escasa variedad de haplotipos
con pocos paso mutacionales entre ellos. Estos resultados sugieren que el
muérdago ha tenido poco tiempo para diferenciarse genéticamente, lo que
posiblemente se ve agudizado por la conducta del dispersor que deposita a las

semillas a cortas distancias de la planta madre, generando una distribucién
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agregada del muérdago {Medel et al. 2004, Rivera-Hutinel 2008), y por la propia
biologia reproductiva de la planta parasita ya que al presentar altos niveles de
autocompatibilidad (50%) y un 15 % de agamosperma {Medel et al. 2002), se
dificulta la aparicién de haplotipos nuevos.

En conclusioén, la identidad de los hospederos no es especialmente
relevante para la estructuracién genética actual de T. aphyllus. Los actuales
patrones de estructuracién genética, se asocian mas bien a la presencia de
refugios xéricos durante los periodos humedos de la iltima glaciaciéon y la
posterior expansion en periodos interglaciares, a esto se podrian sumar algunos
efectos ecolégicos asociados al comportamiento de M. thenca que dispersa las
semillas a cortas distancias (Rivera-Hutinel 2008, Medel et al. 2004), y aspectos
relacionados con la biologia reproductiva del muérdago que podria restringir la
aparicion de haplotipos nuevos. Seria interesante en el futuro poder determinar
el efecto de la estructura filogeografica de los distintos hospederos sobre la
estructuracion genética de 7. aphyllus para poder determinar si pardsito y

hospederos han compartido una historia filogeografica comin.
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ANEX0 1
Extraccion de DNA

Reactivos:
- dH0
- Polyethylene glycol 8000
- Tris-HCl pH7.5 (Sol. Stock 1M)
- NaCl (Sol. Stock 5M)
- CTAB
- EDTA (Sol. Stock 0.5M)
- Sarkosyl
- Polyvinylpolypyrrolidona (PVP)
- Acetato de amonio (Sol. 7.5 M)
- Cloroformo 100%
- Isopropanol 100%
- Etanol 95%
- - Buffer TE (10:1)

Preparar solucién TVBG:
25 ml dH20
10 ml 10% polyethylene glycol 8000
10 ml 1 M Tris-HCl ph 7.5
28 ml 5M NaCl
20 ml 10% CTAB
4 ml 500 mM EDTA pH8.0
3 ml 10% Sarkosyl
Volumen total 100 mi

Protocolo:

1.Colocar ~0.1 mg de tejido seco en un mortero, moler hasta hacer un polvo fino.
Pasar con ayuda de papel aluminio a un tubo limpio de 1.5 ml. Afiadir PVP en
polvo (1 espatula pequefia) hasta llenar 1/4 a 1/3 del tubo. Homogeneizar los

polvos con vortex.

2.Afiadir ~0.3 ml de la solucién TVBG, mezcle vigorosamente con ayuda del émbolo
hasta formar una pasta uniforme. Afiadir otros 0.3 ml de TVBG y mezcle

vigorosamente con el émbolo de plastico hasta homogenizar.
3.Incubar a 652 por 30 minutos, mezclando con un vértex cada 5 minutos.

4.Deje enfriar y afiada un volumen similar de cloroformo (~ 0.7 mil), cierre bien el
tubo y mezcle vigorosamente (use vortex preferentemente). Dejar que se

separen las fases y volver a mezclar en vortex. Repetir cuatro veces.
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5.Centrifugar los tubos a maxima velocidad por 15 minutos (o mis), y luego
remover cuidadosamente la fase sobrenadante sin tocar Ia interface ni las
paredes del tubo (200 pl aproximadamente). Colocar el sobrenadante en un
nuevo tubo de 1.5 ml.

6.Afadir 1/10 de volumen de Acetato de amonio 7.5 M y 1 volumen de isopropanol,
mezclar vigorosamente y dejar reposar por 5 minutos, luego centrifugar a
maxima velocidad.

7.Deberfa observarse el pellet, y botar el sobrenadante. Llene el tubo con etanol al
95% y botarlo nuevamente, invertir el tubo sobre papel absorbente y luego dejar
secar. El pellet podria verse oscuro.

8.Luego de 30 minutos mas o menos (no dejar que se seque completamente)
disolver el pellet en 50-100 pl de agua o TE. Medir el contenido en gel o
nanodrop para estimar la concentracién.
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TABLAS

Tabla 1. Muestra la ubicacién geografica y altura de las 17 localidades
estudiadas. Ademads se sefiala el cddigo con que se identificé a cada sitio.

LONGUITUD

LOCALIDAD CODIGO LATITUD S w h (mt)
Llanos de Challe CH 28234 575" 71208,051" 142,0368
Freirina FR 28° 34,527 712 05,470’ 438,6072
La Higuera HG 292 24 608" 71210,457 10,3632
Los Hornos LH 29238,129' 71217,358' 31,3944
Huampulla HU 302 26,722’ 702 59,445' 598,6272
Fay Jorge FJ 302 38,735’ 712 38,715' 243,84
Oruro OR 302 39,056’ 71231,603' 98,1456
Monte Patria MP 30242,319° 71201,385° 405,0792
Combarbala CM 31209,115° 712 01,650 831,4944
Los Rulos LR 31218,876' 71213,089" 596,7984
Las Chinchillas LC 31230,402' 71207,016 625,7544
Totoralillo TT 32201,565 712 30,460 3,524
Tilama TL 322 05,6227 712 15,046’ 302,9712
La Ballena LB 32216,585" 71228,183’ 5,048
Cabildo CB 322 26,503’ 712 00,565’ 244,4496
Caleu CL 33201,479" 70257,371' 1068,324

1612,087
Farellones FA 33220,783" 702 21,093" 2
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Tabla 2. Resumen de los cebadores probados en el estudio, en negrita se muestra
el inico cebador variable encontrado para T. aphyllus .

{Partidor |Secuencia 5°-3' |Referencia |

trnH-trnk CGG GAAT TGAACCCGCG Demesure et al., 1995
CGT AAT GCT CAT AACTTT CCT CTA GAC

trnH-psbA ACT GCC TTG ATC CAC TTG GC Hamilton 1999
CGAAGC TCC ATC TAC AAAT GG

trnS-trnG GCC GCT TTAGTCCACTCAGC Shaw et al., 2007
GAACGAATCACACTTTTACCAC

rpoB-trnC CKA CAA AAY CCYTCR AATTG Shaw et al., 2005
CAC CCR GAT TYG AACTGG GG

trnC-trnD TITGTT TICTACTGC AACTATCCC G Demesure et al., 1995
AAA GCA GCC CAAGTG AAACTG AC

trnC-ycf6R CCA GTT CRA ATCYGG GTG Shaw et al., 2005
GCC CAA GCR AGA CTTACTATATCCAT

psbMF-trnD  JAGC AAT AAA TGC RAG AAT ATT TACTTC CAT  |Shaw et al., 2005
GGG ATT GTA GYT CAATIG GT

trmD-trnT ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC Demesure et al., 1995
CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG

trnS-trnfivi GAG AGA GAG GGA TTC GAA CC Demesure et al., 1995
CAT AAC CTT GAG GTC ACG GG

trnltrnF CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG Taberet et al. 1991
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

trnTtrnl CAT TACAAATGC GAT GCT CT Taberet et al. 1991
TCTACC GAT TTC GCC ATATC

rpl20-rps12  |TTT GTT CTA CGT CTC CGA GC Hamilton 1999
GTC GAG GAA CAT GTA CTA GG

psbB-psbH GITTACTITTGG GCATGCTICG Hamilton 1999
CGCAGTTCG TCTTGG ACC AG

ccmpd CCA AAA TAT TBG GAG GACTC Weising & Gardner, 1999
GTG GTT TGA AAT CCA GAT GC

trn T-F CAT TAC AAATGC GAT GCT CT Taberet et al. 1991
ATTTGA ACT GGT GACACG AG
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Tabla 3.1.1. Frecuencia de los haplotipos encontrados en los hospederos mais comunes de Tristerix aphyllus (Ec.
chiloensis, Eu. acida y Ec. deserticola). En negrita se encuentran el nimero absoluto de los haplotipos encontrados y abajo,

en cursiva, su frecuencia relativa.

Hospedero H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9
Eu acida 8 1 6 8 0 14 0 4
0,075 0,009 0,056 0,075 G,000 0,084 0,131 0,000 0,037
Ec chiloensis 1 4 5 12 14 3 1 0 3
0,009 G037 0,047 0,112 0,131 0,047 0,009 0,000 0,028
Ec deserticola 0 0 1 1 0 0 10 1 0
0 0 0,009 0,009 0 0 0,093 0,009 0
Total 9 5 12 21 14 14 25 1 7
0,084 0,047 0,112 0,196 0,131 0,131 0,234 0,009 0,065
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Tabla 3.1.2. Indices de diversidad por especies hospederas mas comunes y en
total (Euw. acida, Ec. chiloensis y Ec. deserticota): Ntimero de sitios polimérficos
(S), diversidad haplotipica (H}, ntimero de haplotipos (K), v niimero promedio

de diferencias entre pares de secuencias (J]).

N2

Hospedero Sec S K H II

Eu ucida 49 19 7 0,827 6,645
Ec chiloensis 46 20 8 (0,809 5,930
Ec deserticola 12 10 3 0,318 1,667
Total 107 20 9 0,855 6,845
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Tabla 3.1.3: Muestra la tabla de AMOVA realizada a asociando a los haplotipos
con los tres hospederos mas comunes de T. aphyllus (Eu. acida, Ec. chiloensis y
Ec. deserticota). Con (*) se sefialan los fndices de fijacion significativos.

Fuente de gl Suma de Componentes Porcentaje indices

variacion cuadrados de la de de
varianza variacién fijacién

Entre

grupos 2 59,664 0,545 Va 14,62 FCT*

Entre

poblaciones

dentro de 18 215,301 2,453 Vb 65,77 FSC*

los grupos

Dentro de 77 56,321 0,731 Ve 19,61

poblaciones

Total 97 331,286 3,76971
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Tabla 3.1.4. Bajo la diagonal se observan los valores de FST por especie

hospedera. Sobre la diagonal se indica con un (+) valores significativos (p < 0.05)
y con (-} valores no significativos (p > 0.05).

Eu. acida Ec. chiloensis Ec. deserticola
Eu. acida + +
Ec. chiloensis 0.1173 +
Ec. deserticola 0.2497 0.5094
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Tabla 3.2.1. Frecuencia de los haplotipos encontrados en los hospederos més
comunes de Tristerix aphyllus , que se encuentran en coxistencia (Eu. acida y Ec.
chiloensis ). En negrita se encuentran el niimero absoluto de los haplotipos
encontrados y abajo, en cursiva, su frecuencia relativa.

Hospedero | Hi1 H2 H3 H4 H6 H7 H9
Eu. acida 3 1 6 7 2 3 4
0,057 0,019 0113 0,132 0,038 0,057 0,019
Ec. 1 4 5 8 5 1 3
chiloensis 0,019 0,075 0,094 0,151 0,094 0,019 0,075
Total 4 5 11 15 7 4 7
0,075 0,094 2,208 0,283 0,132 0,075 0,094
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Tabla 3.2.2. Indices de diversidad forzando a los haplotipos a agrupoarse con
respecto a las especies hospederas Eu. acida y Ec. chiloensis: Nimero de sitios
polimorficos {S), diversidad haplotipica (H), nimero de haplotipos (K), y niimero
promedic de diferencias entre pares de secuencias ([]).

NQ
Hospedero Sec ) H I1
Eu. acida 26 19 0,849 6,898
Ec. chiloensis 27 19 0,838 6,006
Total 53 19 0,837 6,392
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Tabla 3.2.3: Muestra la tabla de AMOVA realizada asociando a los haplotipos con los
dos hospederos mas comunes de T. aphyllus (Eu. acida y Ec. chiloensis), en las
poblaciones en que estos coexisten.

Fuente de gl Suma de Component Porcentaje Indices

variacion cuadrados es de Ia de variacién de
varianza fijacién

Entre 1 1,884 -0,498 Va -15,71

grupos FCT

Entre

poblaciones

dentro de 8 117,755 2,588 Vb 81,57 FSC*

los grupos

Dentro de 43 46,55 1,083 Vc 34,14

poblaciones

Total 52 166,189 3,171
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poblaciones

Tabla 4.1. Frecuencia de los haplotipos encontrados en cada una de las

rango de distribucién de Tristerix aphyllus. En negrita se
ro absoluto de los haplotipos encontrados y abajo, en cursiva,

su frecuencia relativa.
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Tabla 4.2. Indices de diversidad por localidad y en total: Niimero de sitios
polimérficos (S), niimero de haplotipos (K), diversidad haplotipica (H) y
niimero promedio de diferencias entre pares de secuencias (ID

Localidad N2 Sec S K H IT

CH 13 0 1 0 0

FR 6 10 3 0,6 3,3333
HG 5 10 2 0,4 4

LH 15 9 2 0,13333 1,2

FJ 9 0 1 0 0

OR 10 4 3 0,64444 1,1556
HU 10 9 2 0,46667 4,2

MP 5 10 2 0,4 4

CM 3 3 2 0,35556 1,06667
LR 12 9 3 0,43039 1,77273
LC 11 4 2 0,54545  2,18182
TL 5 0 1 0 0

LB 7 0 1 0 0

TT 5 0 1 0 0

CL 6 0 1 0 0

CB 4 0 1 0 0

FA 4 0 1 0 0




Tabla 4.3. Bajo la diagonal se observan los valores de FST por sitio de muestreo. Sobre la diagonal se indica con un (+)
valores significativos (p<0.05) y con (-) valores no significativos (p>0.05).

CH FR HG LH FJ OR HU MP CM LR LC TL LB TT CL CB FA

CH - - - + + + + + + + + + + + + +
FR 0,14 - - + + + + + + + + + + + + +
HG 0,21 -0,17 - + + + - + + + + + + + + +
LH 0,01 -0,05 0,00 + + + + + + + - + + + + +
F] 1,00 0,82 081 0,90 + + + + + + + + + + + +
OR 094 0,75 0,74 086 026 + + + + + + + + + + +
HU 0,70 050 049 064 085 0,68 + + + + + + + + + +
MP 08 052 041 0,75 0,78 081 0,69 + + - + + + + + +
CM 095 076 0,74 087 084 071 081 041 + - + + + + + +
LR 090 068 067 081 076 066 078 0,50 0,31 + - . - + + +
LC 089 0,69 065 082 076 067 078 0,19 0,17 0,20 - - - + + +
TL 1,00 o077 075 089 1,00 082 080 0,60 0,58 -0,07 0,28 + - + + +
LB 1,00 080 0,79 09 1,00 0,84 082 0,66 0,62 -0,02 0,33 0 - + + +
TT 1,00 077 0,75 089 1,00 082 080 0,60 0,58 -0,07 0,28 0 0 + + +
CL 1,00 084 083 092 100 081 083 081 090 0,84 0,82 1 1 - -
CB 1,00 080 079 091 1,00 0,78 081 0,76 088 081 0,80 1 1 -
FA 100 080 0,79 091 100 0,78 081 076 0,88 0,81 0,80 1 1
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Tabla 5.1. Muestra los valores de varianza obtenidos con los distintos valores de
k, en el andlisis de SAMOVA. En negritas se muestra el valor de FCT en que se
alcanza el plato de méxima varianza entre grupos de poblaciones.

Varianza 2 3 4 5 6
Entre grupos 63.00 71.01 71.91 84.09 83.78
entre 24.46 16.61 13.22 0.95 1.18
poblaciones

dentro de grupos

dentro de 1255 12.38 14.87 14.96 15.04
poblaciones
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Tabla 5.2: Valores de FST entre los grupos obtenidos por SAMOVA. NN:
Distribucién Norte (CH, FR, LH, HG), HU: Huampula (HU), FJ: Fray Jorge
(FJL,OR), N: Distribucién Centro (MP, CM, LR, LCTLLB,TT), S:
Distribucién Sur (CB, CL, FA). Los valores de FST se muestran bajo la
diagonal en negrita y los p-valores significativos con un signo + (p <<
0,05).

Grupos NN HU F] N S
NN + + + +
HU 0.86531 + + +
F] 0.71286 0.93148 + +
N 0.88512 0.86826 0.85772 +

S 0.84719 0.91517 0.87527 0.74625




Tabla 5.3. Muestra los valores de fndices de
neutralidad de Tajima (D) y Fu (Fs), para cada uno
de los grupos de poblaciones, determinados por los
analisis de SAMOVA y Geneland.

Grupo Fs p D p

NN 4,37027 ns -1,45631 < .05
F] 1,49841 ns 0,79376 ns

HU 15,43918 ns 0.00000 ns

N 5,90775 ns 7,09199 ns

S - - - -
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LEYENDAS FIGURAS

Figura 1: El mapa muestra el nombre, c6digo y ubicacién de cada una de las
localidades estudiadas.

Figura 2. Frecuencia de los haplotipos encontrados en cada una de las
poblaciones estudiadas en el rango de distribucién de Tristerix aphyllus

Figura 3: Red de haplotipos para Tristerix aphyllus obtenidos mediante M]. Los
distintos colores identifican a los diferentes zonas a las que pertenecen los
haplotipos. Los circulos negros entre haplotipos representan los pasos
mutacicnales que separan un haplotipo de otro. El amarillo corresponde a las
poblaciones del norte del muestreo (NN}, el verde corresponde a la poblacién de
Huampulla (HU), el azul a las del centro del muestreo (N), el rojo sefiala a la zona
de Fray Jorge (FR-OR) y el anaranjado al sur del muestreo (S).

Figura 4.1. En el mapa los colores seiialan los grupos formados por el anlisis de
SAMOVA. El amarillo corresponde a las poblaciones del Norte del muestreo (NN),
el verde corresponde a la poblacién de Huampulla (HU), el azul a las del centro
del Norte Chico (N), el anaranjado sefiala a la zona de Fray Jorge (FR-OR) y el
rojo al Sur del muestreo (S).

Figura 4.2. Isolineas de la probabilidad a posteriori de los grupos determinados a
través de andlisis con Genland. Se distinguen cinco zonas correspondientes, de
izquierda a derecha corresponden a: NN= norte del muestreo (CH, FR, HG y LH),
HU= Huampulla , FJ= Fray Jorge y Oruro, N= centro del muestreo (MP, CM, LR,
LC, TL, LB y TT), S= sur del muestreo (CB, CL y FA). Las regiones con gran
probabilidad de inclusién se indican con blanco y las dreas donde disminuye la
probabilidad de inclusién se denotan con un aumento gradual de la coloracién

Figura 4.3. Estructuracién geogrifica de T. Aphyllus segiin los andlisis de
Geneland (izquierda) y de SAMOVA (derecha). Los grupos corresponden a: NN=
norte del muestreo (CH, FR, HG y LH), N= centro del muestreo (MP, CM, LR, LC,
TL, LB y TT), S= sur del muestreo (CB, CL y FA), F|= Fray Jorge y Oruro, HU=
Huampulla
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CONCLUSION GENERAL

Los resultados analizados en esta tesis permiten concluir que Tristerix
aphyllus no muestra preferencia particulares por ninguno de sus hospederos
principales, lo que tiene como consecuencia que no se observen diferencias en la
adecuacion biol6gica del muérdago cuando parésita uno u otro hospedero, y que no
se observen fuertes ajustes recfprocos entre el parésito y sus hospederos en rasgos
de defensa y contra defensa. Ademds, la falta de preferencia por uno u otro
hospedero se reflejada en que la estructuracién genética, no responda a la
identidad de los hospedel-‘os, ¥ que se asocian mas bien a la presencia de refugios
xéricos durante los periodos hiimedos de la ultima glaciacién y la posterior
expansion en periodos interglaciares, a lo que podria sumarse algunos efectos
ecologicos asociados al comportamiento de M. thenca que dispersa las semillas a
cortas distancias y aspectos relacionados con la biologfa reproductiva del
muérdago que podrfa restringir la aparicién de haplotipos nuevos.

Se espera que las interacciones bi6ticas sean especialmente relevante en
especies vegetales cuya adecuacién biolégica depende fuertemente de otras
especies, sin embargo, Tristerix aphyllus no muestra preferencia por ninguno de sus
hospederos principales, y tampoco muestra diferencia en la adecuacién biolégica
cuando explota a Eulychnia acida o Echinopsis chiloensis, esto pudiera ser causado
porque los hospederos ne difieren en su calidad como recurso, y/o porque el

muérdago posee caracteres fisiolégicos plasticos que le permiten maximizar la
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explotacion de los hospederos independientemente de sus caracteristicas
especificas, lamentablemente no hay estudios que nos permitan sefialar la real
causa del patrén encontrado.

Por su parte, los hospederos responden a la infeccién, desarrollando
caracteres que disminuirfan la probabilidad de infeccién, a través del aumento en
largo de las espinas y en el grosor de la epidermis, en algunas de las localidades
estudiadas, donde posiblemente la virulencia del parasito es més intensa. A pesar
de la respuesta de los hospederos, no se observan fuertes potenciales coevolutivos
en los ajustes reciprocos entre los caracteres de defensa y contra defensa (largo de
la radfcula versus largo de las espinas), lo que puede ser reflejo de una interaccién
reciente entre T. aphyllus y sus hospederos, que no ha permitido el desarrollo de
caracteres que respondan fuertemente a la interaccion.

A diferencia de otras platas pardsitas en las que la estructuracién genética se
relaciona estrechamente con el tipo de hospedero infectado, T. aphyllus no muestra
una relacién entre su estructuracién genética y la identidad de hospederos. Los
resultados muestran cinco grupos haplotipicos bien definidos, que posiblemente
estén dando cuenta de efectos fundadores o de cuello de botella, asociados a la
presencia de refugios xéricos durante las fluctuaciones climaticas del Plioseno-
Holoceno, de este modo la estructuracién genética de Tristerix aphyllus responderia
mds bien a Ja historia paleoclimatica de Chile rido y semiarido, aunque algunos

efectos ecoldgicos y aspectos relacionados con la biologfa reproductiva del
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muérdago podrian ser relevantes a la hora de explicar la distribucién actual de
haplotipos.

En conclusién, los patrones observados nos sugieren que T. aphyllus no
responde a la identidad de los hospederos, posiblemente como una estrategia
tendiente a maximizar la adecuacién biolégicas en cualquiera de ellos, y asf poder
sortear las limitaciones en la capacidad de encuentro entre el pardasito y sus
distintos hospederos, causada principalmente por la conducta del dispersor que
mueve las semillas a cortas distancias de la planta madre, generando un patrén
agregado de dispersién, disminuyendo la probabilidad de encuentro del muérdago
con hospederos de alta calidad como recurso. Lo que se veria reflejado en una
estructuracién genética del muérdago independiente de la identidad del hospedero.
En estudios posteriores, serfa interesante determinar como afecta el parasitismo a
las distintas especies hospederas, ya que las plantas parasitas no solo podrian tener
potencial para moldear la estructuracién genética de sus hospederos, si no también
podrfan moldear diversas respuestas fisiolégicas de las plantas hospedantes, como
medida de compensacién al parasitismo, lo que ademds podria dar cuenta de la

calidad como recurso de cada especie hospedera.

107




