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Mi amor por la naturaleza fue desde siempre, esperaba con ansias que llegara el
verano para irme de campamento con mi grupo scout o de vacaciones con mi familia
donde fuera que significara salir de Santiago. Tengo un amor especial por el sur de
Chile, simplemente me encanta, mi panorama ideal siempre tendra relacién con la
infaltable lluvia surefia, algo rico cocinandose en una cocina a lefia y una buena
compaiiia. A esto se ha sumado mi amor por la bicicleta, el que se ha convertido en un
complemento perfecto para recorrer y conocer lugares que de otra forma no seria
posible.

Siempre pensé estudiar algo relacionado con la biologia y las ciencias naturales, una
carrera que me mantuviera ligada al mundo de “las plantas y los animales” y que me
permitiera seguir de alguna manera en contacto con los paisajes que mas me gustan.
Después de un par de vueltas llegué a la carrera de Biologia Ambiental, donde he
aprendido un montén de cosas fascinantes mas alla de la biologia, lo que ha sido
gracias a los profesores de esta facultad y grandes comparieros de curso.
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Resumen

La biologia de la conservacion tiene como objetivo principal proveer principios y
herramientas que permitan preservar la diversidad biolgica en todos sus niveles. La
identificacion taxondmica apropiada de unidades poblacionales para su proteccion y
manejo adecuado es esencial para la conservacién de la biodiversidad. La
conservacién se realiza generalmente a nivel de especie. Sin embargo, también deben
ser consideradas unidades taxonémicas inferiores como las subespecies o variedades.
La identificacion de estas unidades de conservacién entregan una idea de los procesos
evolutivos y la distribucion de la diversidad genética para llevar a cabo planes de

conservacion eficientes y acordes a cada organismo.

El género Alstroemeria (Alstroemeriaceae) comprende alrededor de 60 especies
distribuidas en Sudamérica. Particularmente, el complejo Alstroemeria ligtu L. esta
compuesto por ires subespecies que se distribuye en la zona con mayor asentamiento
humanc en Chile central, entre la V y VIl regioén. Actualmente esta ocurriendo una
acelerada degradacion del habitat natural debido a actividades humanas como
construcciones residenciales, deforestacién y plantaciones, por lo cual numerosas
poblaciones han ido desapareciendo. Basado en ciertas diferencias morfolégicas, su
distribucion geografica discontinua y fragmentacion del habitat la pregunta que emerge

es si dentro del complejo A. ligiu existen unidades de conservacion independientes.

En este trabajo se utilizaron dos aproximaciones (molecular y ecolégica) para

determinar el numero de unidades de conservacién presentes en el complejo A. figtu.
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La caracterizacion genética implicé la utilizacién de dos marcadores moleculares (gen
cloroplastidial y microsatélites), para estimar el flujo y diversidad genética existente
entre las poblaciones pertenecienies a cada subespecie. Por ofra parie, la
caracterizacion ecolégica implicé Ia caracterizacion de los nichos climaticos y de las
distribuciones geograficas potenciales de cada subespecie. La caracterizacion genética
sugiere que las subespecies mantienen atn un flujo genético por lo cual no
representarian especies distintas. Sin embargo, este flujo es limitado quedando
algunas poblaciones con cierfo grado de estructuracion genética. Por otra parte, Ia
caracterizacion ecolégica no mosiré solapamiento de los nichos climéaticos sugiriendo
la existencia de barreras ecolégicas que mantienen a las subespecies con distribucién

discontinua.

Esto sugiere la existencia de tres unidades de conservacion independientes
correspondientes a poblaciones de las subespecies estudiadas. A la luz de estos
resultados, las subespecies debieran ser consideradas separadamente en planes de

manejo y consefvacién de recursos.
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Abstract

The conservation biology’s aim is to provide principles and tools to preserve biclogical
diversity at all levels. Taxonomic identification of appropriate population units for its
protection and proper management is essential for the conservation of biodiversity.
Conservation is usually performed at the species level. However, it also must be
considered lower taxonomic units such as subspecies or varieties. The identification of
conservation units give an idea of evolutionary processes and the distribution of genetic

diversity to carry out effective conservation plans and consistent with each organism.

The genus Alstroemeria (Alstroemeriaceae) comprises about 60 species distributed in
South America. Particularly, the complex Alstroemeria ligfu L. consists of three
subspecies distributed in the area with the highest settlement in central Chile, between
the V and Vil region. Today is going a rapid degradation of natural habitat due to
human activities such as residential construction, deforestation and plantations, so
many populations are disappearing. Based on certain morphological differences,
geographical discontinuous distribution and habitat fragmentation, the question that

emerges is if within the complex A. ligtu exist independent units of conservation.

in this work we used two approaches {molecular and ecological) o determine the
number of conservation units within the complex A. ligfu. Genetic characterization
involved the use of two molecular markers (microsatellites and gene cloroplastidial) to
estimate the flow and genefic diversity among populations of each subspecies.

Moreover, the ecological approach involved the climatic characterization of the niche




and potential geographic distributions of each subspecies. Genetic characterization
suggests that the subspecies sfill maintain gene flow so it does not represent distinct
species. However, this flow is limited, leaving some populations with some degree of
genetic structuring. Moreover, the ecological characterization showed no overlap of
climatic niches suggesting the existence of ecological barriers that keep the subspecies

with disjunct distribution.

This suggests the existence of three independent conservation units that relate to the
subspecies we studied. With these results, the subspecies should be considered

separately in management plans and resource management conservation.




Introduccion

La biologia de la conservacion tiene como objetivo principal proveer un conjunio de
principios y herramientas que permitan preservar la diversidad biolégica en todos sus
niveles. A través de los conocimientos que esta disciplina de la biologfa nos entrega se
cumple ademas con la proteccion de los procesos que sustentan la diversidad biol6gica
existente, sobre todo porque las perturbaciones causadas por la actividad humana
sobre los ecosistemas son enormes (Soulé, 1985; Moritz, 2002; Groom et al., 2008). A
nivel mundial muchas especies vegetales se encuentran amenazadas y ofras tantas ya
extintas, debido principalmente a las consecuencias directas e indirectas de la

actividad antrépica sobre el medio ambiente (Rocha & Gasca, 2007).

La biodiversidad existente es el resultado de procesos ecolégicos y evolutivos
irrepetibles, que abarcan todos los fipos y niveles de organizacién biolégica posibles,
es decir, desde algo tan pequeiio como los genes hasta unidades complejas como los
ecosistemas (CONAMA, 2008). Es asi como la configuracién actual de la diversidad
biolégica puede explicarse histéricamente mediante el analisis de procesos tales como
la diversificacién de especies, extinciones y la dindmica de las comunidades y los
ecosistemas (NUfiez et al., 2003). Cuando la diversidad a cualquier nivel disminuye, se
fraduce a grandes rasgos, en una merma del potencial que tienen los organismos para
adaptarse a futuros cambios ambientales: se limita asi su adecuacién biolégica y
quedan mas vulnerables a amenazas y/o cambios de su medio ambiente (Lacy, 1987;
Hedrick, 2001; Amos & Balmford, 2001). En la Conferencia de Naciones Unidas de

Medio Ambiente y Desarrollo celebrada en Rfo de Janeiro en 1992, se planted




conservar la biodiversidad en su conjunto. Esto se traduce en entender y conocer
aspectos de la distribucién y variacion de ia biodiversidad de una especie que permitan
definir estrategias o destinar recursos y esfuerzos en el ambito de la conservacion de

manera eficaz.

Para la conservacion de especies, una adecuada descripcién de la distribucion y
potencial de los distintos taxas fiene gran implicancia, ya que constituyen el
fundamento de la identificacién de las dreas de simpatria, endemismo y diversidad, asi
como también de la utilizacién de habitat por parte de los mismos (Jayat & Pacheco,
2006). Asi, la conservacion de especies ha despertado un enorme interés para
comprender patrones espaciales de la biodiversidad (Hijmans & Graham, 2006);
evaluar el impacto del cambio global sobre la distribucién de los organismos (Peterson
et al., 2001; Lawler et al., 2009); la deteccién, evaluacién y manejo de especies
invasivas (Peterson & Vieglais, 2001), entre otras aplicaciones en el campo de Ia
biologia. De esta manera se han implementado metodologias que permiten realizar
modelos capaces de predecir la distribucion de los taxa y se han transformado en
instrumentos valiosos para establecer 4reas prioritarias de conservacion (Ferrier 2002,

Loiselle et al., 2003; Ferrier et al., 2004).

¢ Qué conservar? Esta es una de las preguntas mas dificiles de contestar. Porque,
claramente, no existen los medios econdmicos ni logisticos que permitan, tanto a las
autoridades gubernamentales como organizaciones no gubernamentales (ONG’s),
conservar todas y cada una de las especies que se encueniran clasificadas dentro de
los estados de conservacién criticos enlistados por la UICN. Se vuelve fundamental,

entonces, encontrar estrategias que proporcionen planes de manejo eficientes y




viables, que permitan conservar las distintas variables que sustentan tanto procesos

ecolégicos como evolutivos (Moritz, 2002; Rouget et al., 2003).

La identificacién taxonémica apropiada de unidades poblacionales para su proteccion y
manejo adecuado es esencial para la conservacion de diversidad biologica. La
conservacion se realiza generalmente a nivel de especie. Sin embargo, se propone que
no solo las unidades de conservacién identificadas a nivel de especie sean blancos de
conservacién, sino también unidades taxondmicas inferiores (Moritz, 1999). Para la
identificacién y clasificacién de especies, los principios y metodologias genéticas estan
relativamente bien desarrolladas. A pesar de esto la identificacion de especies puede
ser controversial. Porque, si bien el concepto de especie es basico dentro de la
biologla, hay un gran namero de definiciones para especie dependiendo del enfoque
del estudio (Perfeciti, 2002). Esto ha significado un problema para las agencias y
actores involucrados en los procedimientos de clasificacién de especies de acuerdo a
su estado de conservacion. La identificacién y proteccion de poblaciones locales
genéticamente distintas deberia ser un mayor foco en conservacién, debido a que la
conservacion de poblaciones distintas ayuda a maximizar el potencial de evolucién y
minimizar los riesgos de extincién (Hughes et al. 1997; Petit et al., 1998; Luck et al.

2003).

En este contexto, identificar unidades de conservacion es un tema controversial y
desde un punto de vista metodolégico aun no estd resuelto. Las unidades de
conservacion deben darnos una idea de los procesos evolutivos y la distribucion de la
diversidad genética para llevar a cabo planes de conservacion eficientes y acordes a

cada organismo.




Existen varias aproximaciones que permiten identificar unidades de conservacién. Una
de las mas conocidas son las llamadas Unidades Evolutivamente Significativas (UES),
propuestas por Ryder (1986). Una unidad evolutivamente significativa puede definirse
ampliamente como una poblacién o grupo de poblacicnes que merecen una gestion
independiente o prioritaria de conservacién debido a su alta distincion tanto genética
como ecoldgica (Ryder, 1986). Tales unidades nos entregan ademas de la informacion
sobre los procesos evolutivos, informacion sobre la distribucion de la diversidad
genética, lo cual permite llevar a cabo esirategias de conservacién mas acordes a la
situacién de cada unidad (Rocha & Gasca, 2007). En este contexto, las UES no
necesariamente coinciden con la categoria de especie, ya que puede fratarse de
poblaciones con caracteristicas genéticas particulares muy diferentes del resto o que
han estado histéricamente aisladas (Soltis & Gitzendanner, 1999). Después de la
aparicion de las UES, diversos autores han intentado darle sentido proponiendo
criterios que permitan identificarlas. Moritz (1994) planteé algunos criterios basados
principalmente en andlisis moleculares. Ademas dio a conocer las llamadas
“management units" o unidades de manejc (UM). Estas son poblaciones
demograficamente distintas que deben ser manejadas adecuadamente para asegurar
la viabilidad de las UES. La mayoria de las propuestas para identificar unidades de
conservacién ha sido desde una perspectiva genética. A pesar de que los datos
obtenidos de analisis moleculares son importantes de considerar, ya que entregan
resultados robustos y confiables, muchas veces otorgan un enfoque limitado. Algunos
autores recomiendan la incorporacion de datos ecolégicos que apoyen el
reconocimiento de unidades de conservacion independientes (Moritz, 2002; Crandall et

al. 2000; Fraser & Bernaichez, 2001).




L.a conservacion del género Alstroemeria (“Lirio de los Incas’, Bridgen et al., 2002) se
encuentra aln en etapas iniciales. Este género exclusivo de Sudameérica, comprende
alrededor de 60 especies distribuidas desde Venezuela hasta la Patagonia,
encontrandose en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 4500 mshm
(Aagesen & Sanso, 2003; Ravenna, 1988). En Chile, entre los 20° y 53° S, podemos
encontrar 33 de las especies descritas para el género, distribuyéndose la mayoria de
elias en la zona central del pais, entre los 28° y 37° S. En esta zona, se ha descrito que
las especies de Alstroemeria se encuentran “amenazadas” debido a tres causas
fundamentales: (1) transformacion del habitat, (2) sobreexplotacion de ecosistemas con
practicas no sustentables como la ganaderia y (3) extraccién directa de las plantas con
fines comerciales (Mufioz & Moreira, 2003). Estas causas podrian estar ligadas
directamente a la disminucién de las poblaciones naturales de este grupo (Mufioz &
Moreira, 2003). Este escenario parece cobrar importancia cuando se analiza el estado
de conservacién de las especies de Alstroemeria, encontrandose un 28,3% de en

peligro de extincion y un 37,7% en la categorta vulnerable (Mufioz y Moreira, 2003).

Particularmente, Alstroemeria ligtu L. es una de las especies que se distribuye en la
zona con mayor asentamiento humano en Chile central, entre la V y VIiI regién. En
dicha area, actualmente esta ocurriendo una acelerada degradacién del habitat natural
debido a actividades humanas como construcciones residenciales, deforestacion y
plantaciones, por lo cual numerosas poblaciones han ido desaparecido (Gonzélez,
pers. observ.). Mas aun, las poblaciones que aln permanecen son rutinariamente
intervenidas, siendo extrafdas directamente las flores para su uso ormamental (Baeza
et al., 2006) y para hacer “chufic” con fines alimenticios y/o medicinales (Mufioz y

Moreira, 2003). De esta manera la especie se considera protegida sdlo en parques y
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reservas, desconociéndose su verdadero estado de conservacion en lugares fuera de

las areas silvestres protegidas.

A. ligtu estd conformada por tres subespecies cuya definicibn se sustenta
principalmente en diferencias de rasgos morfologicos (Haig et al., 2006). Las
subespecies presentarfan ademas una distribucion discontinua: A. ligtu ssp. simsii
(Sprengel) Bayer (V — Vil regién), A. ligtu ssp. incarnata Bayer (VI region) y A. ligtu L.
ssp. ligtu (VII — VIl region) (Buitendijk et al., 1997; Mufioz y Moreira, 2003; Zhou et al,,
2003). Esta diferenciacion espacial podrfa dificultar el flujo genético entre las
subespecies. En consecuencia, en un escenario de cambic climatico y/o pérdida del
habitat natural por actividades antropicas, aumenta el riesgo de extincion de las

subespecies.

Basado en ciertas diferencias morfolégicas, su distribucién geografica y degradacion
del habitat la pregunta que emerge es si dentro del complejo A. figfu existen unidades
de conservacion independientes. Para responder esta pregunta en esta tesis se
utilizaran dos aproximaciones (molecular y ecoldgica) para determinar el nimero de
unidades de conservacién presentes en el complejo A. ligiu. Por un lade, el anélisis
molecular permitird determinar la diversidad y flujo genético existente entre las
subespecies de A. ligfu, mientras que la caracterizacion del nicho climético y los
modelos de distribucion permitiran determinar si los nichos y las areas potenciales de

distribucién son o no compartidas.




Objetivos

1.1. Objetivo General

Determinar si las subespecies del complejo A. ligfu constituyen unidades de

conservacion independientes.

1.2.  Objetivos especificos

e Caracterizar la diversidad genética del complejo A. figlu con marcadores
moleculares que presentan distinta tasa de evolucion (cloroplastidial y nuclear)

e Evaluar la existencia de diferenciacion genética y flujo génico entre las
poblaciones y subespecies descritas para A. ligtu.

» Caracterizar el nicho climéatico y realizar una modelacién predictiva de Ila

distribucién geogréfica de las subespecies de A. ligfu.




Materiales y Métodos

2.1. Organismo en estudio

Alstroemeria ligtu pertenece al género Alstroemeriaceae, uno de los géneros mas
diversos de la flora vascular de Chile, comprende alrededor de 33 especies. Es
endémica de Chile central, que habita entre los 32° 45' Sy 34° 24' S, desde la costa
hasta las de los Andes (0 - 1800m de altitud). A. figlu es una especie hermafrodita
auto-incompatible que presenta una gran variacién morfolégica y habita en una amplia
gama de ambientes a lo largo de su rango de distribucién (Baeza et al., 2010). La
época de floracién se extiende de noviembre a enero, seguido de la estacion de
fructificacion que termina en febrero (Arroyo & Uslar, 1993; Botto-Mahan et al, 2011).
Alstroemeria ligtu presenta 3 subespecies: A. ligtu ssp. simsii, A. ligtu ssp. incamata y
A. ligtu ssp. ligtu. |as tres subespecies presentan flores zigomorfas 4-6 cm de largo y
dispuestas en umbelas con 1 a 5 flores cada uno. Los brotes florales tienen 25-60cm
de altura y las flores constan de seis tépalos variables en coloracion, de los cuales dos
presentan a lo largo lineas de color marrén u ofro color oscuro (Navas, 1973; Mufioz y
Moreira, 2003). Lo que diferencia a las subespecies a simple vista es la coloracion de
los tépalos y su distribucion. Alstroemeria ligtu ssp. simsii presenta una coloracion roja-
anaranjada y tiene una distribucion que va desde el Cerro Caquis, en la provincia de
San Felipe, hasta Pichilemu en la regién de O°Higgins. Alstroemeria ligtu ssp. incarnata
tiene tépalos de color rosado pélido y se encuentra presente en la zona andina de las
regiones de O’Higgins y Maule entre los 1.000 y 2.000 msnm. Para A. ligtu ssp. figlu
podemos encontrar especimenes con tépalos blancos, amarillos, rosados o rojos

(Figura 1). Esta descrita para la zona que comprende desde Camarico en la ribera




norte del rio Claro, en la region del Maule, hasta Cariete en la provincia de Arauco por

la costa, el interior y precordillera hasta los 1.300 msnm (Bayer, 1987).

B)

Figura 1. Individuos recolectados en las diferentes localidades. Se aprecian las
diferencias a nivel morfolégico que presenta el complejo A. ligtu. (A) A. ligtu ssp. simsil,
(B) A. ligtu ssp. incarata y (C) A. ligtu ssp. ligtu.

2.2. Sitio de Estudio

Este trabajo se llevé a cabo visitando 10 poblaciones de A. ligtu ubicadas en un rango
de 600 km; desde la Cuesta Zapata ubicada en la Region Metropolitana hasta La
Reserva Nacional Federico Albert en la Region del Maule (Figura 2). Por cada
poblacién visitada se obtuvo material foliar de 15 individuos. La temporada de

recoleccion de muestras fue durante el verano, entre octubre de 2009 y febrero de

2010.
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Figura 2. Distribucién geogréfica de las poblaciones de A. ligtu analizadas. Colores
rojo: A. ligtu ssp. simsii, color verde: A. ligtu ssp. incarnata y color amarillo: A. ligtu ssp.
ligtu. En estas localidades fueron recolectadas las muestras para cada una de las

subespecies.

El tipo de clima predominante para esta zona es de tipo mediterraneo, con estaciones
marcadas, donde la mayoria de las precipitaciones se concentran en la temporada de

invierno, siendo el verano el periodo mas seco (di Castri y Hajek, 1976).
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2.3. Obtenciéon de muestras y extraccion de ADN

Para realizar la extraccién de ADN se seleccionaron 5 individuos por cada sitio,
quedando un total de 15 muestras por poblacién aprox. Se extrajo material foliar de
cada individuo, & cual se conservé en bolsas con sflica gel, georeferenciando cada
individuo con GPS (Garmin eTrex Legend H). La extraccién de ADN se realizé segin
protocolo de extraccion modificado para A. ligfu (Anexo 1). En la etapa posterior a la
extraccion se determind la pureza del DNA resultante utilizando el espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop™ 1000. A partir de estas mediciones se realizaron

diluciones de las muestras para obtener una concentracion de DNA de 10 y 100 ng/ul.

2.4. Estimacion de diversidad genética y estructuracién poblacional en A. ligtu
Para estimar diversidad genética en el complejo A. figtu se utilizaron dos tipos de

marcadores con contrastante tasas de evolucion.

a) Gen Cloroplastidial

Se seleccioné una regién no codificante del ADN cloroplastidal: psbA-tmH (Sang et al.
1997) (Cuadro 1). Segiin Shaw (2005) este marcador permite identificar diferencias
incluso entre especies estrechamente relacionadas. Las muestras de ADN fueron
amplificadas mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
un volumen tota! de 30 pi, que contiene lo siguiente: 15 pi de GoTag®Colorlees Master
Mix, 1.8 ul de cada partidor (10 ng/pl), 1-5 ul de templado de ADN (100 ng/ul), 2.5
MgCl;, 1.5 ul de BSA y agua libre de nucleasas para completar los 30 pl. Las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABiPrism 2720 Thermalcycler. El
protocolo utilizado para el PCR comienza con un periodo de denaturacién a 94°C por 7

min, a continuacién 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C (T° de annealing) y 1 min
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a 72°C; para finalizar 10 min a 72°C. Los productos amplificados fueron almacenados

a 4°C y enviados a Macrogen {Seul , Korea) para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa MEGAS (Tamura et al., 2011)
usando la opcion CLUSTALX. Una vez alineadas se emple6 el programa DnaSP v5
(Librado & Rozas, 2009), en el cual se agruparon las secuencias por subespecies y se
identificaron sitios polimdrficos e indices de diversidad haplotipica y nuclectidica.
Finalmente, con ayuda del programa NETWORK (Bandelt et al., 1999), se generé una

red de haplotipos.

b) Microsatelites

Los microsatélites de este estudio fueron especialmente disefiados por encargo a la
empresa Canadiense ATG Genetic. De los 16 microsatélites que iniciaimente estaban
disponibles, 5 de ellos fueron seleccionados por ser polimérficos (Cuadro 1). Estos &
marcadores se mandaron a sintetizar agregandole una cola M13
(CACGACGTTGTAAAACGAC) al partidor forward, sitio donde se adhiere el fluoréforo

que permite visualizar los fragmentos.

Las muestras de ADN fueron amplificadas mediante PCR en un volumen total de 15 pl,
que contiene lo siguiente: 7.5 pl de GoTaq® Colorlees Master Mix, 0.5 Hl de cada
partidor (10 ng/u), 1.2 pl de templado de ADN (10 ng/ul), 0.25 pl de fluoréforo M13 (10
ngful), 0.35 pi de BSA y 4.7 pl de agua libre de nucleasas. Las reacciones se llevaron a
cabo en un termociclador ABIPrism 2720 Thermalcycler. El protocolo utilizado para el

PCR comienza con un periodo de denaturacién a 95°C por 3 min, a continuacion 35
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ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 54°C (T° de annealing) y 1 min 30 seg a 72°C; para

finalizar 5 min a 72°C. Los productos amplificados fueron almacenados a 4°C.

Fragmento Temperatura
Locus Secuencia Pariidor {5°-3") esperado Annealing
(bp) (°C)
Microsatélites
Alig1 F: CCTAAGATAGCCTGCGGGAA 269 54
’ R: GATATTGGGTATATGCCTAACC
Alig13 F: CCATTITCTCTGTGTGCACC 207 54
R: AACTTGACTTAAGCTTCTGGAC
Alig18 F: GTGCTATAAAACACCCATACC 220 54
R: CGATTCGGCAACTTCGAGGA
Alig19 F: CCAACATACCATCAGAATCACC 194 54
R: TTGGGGGGATTCCTCCAAGA
Alig23 F: AGGGTATTGTTGGTAGCTTAC 287 54
R: TTGTGAGCACCGGTCGAAAA
cpDNA
psbA (Forward) GTTATGCATGAACGTAATGCTC <500 58

trnH (Reverse) CGCGCATGGTGGATTCACAAATC

Cuadro 1. Caracteristicas de los partidores usados en este trabajo

Los fragmentos amplificados correspondientes a los 5 microsatélites fueron analizados

en geles de agarosa al 1.5% utilizando GelRed como agente intercalante para la

visualizacién positiva de los productos de PCR. El analisis del fragmento se realiz6 en

el servicio de secuenciacion de la Pontificia Universidad Catdlica.
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Para la exploracion de los resultados se uilizé el programa de andlisis de fragmentos
de DNA GeneMarker (SoftGenetics Inc.), el cual permite Ia visualizaciéon de los
fragmentos donde se identifican los alelos amplificados. Posteriormente se construyd
una matriz de datos alélicos para Hevar a cabo los analisis estadisticos
correspondientes. NGmero, frecuencia y riqueza de alelos se obtuvieron por medio del
programa FSTAT (Goudet, 1995) para cada uno de los alelos por locus y por
poblacién. Con el programa GENETIX (Belkhir, 1996) se calcularon las
heterocigocidades esperadas (HE) y observadas (HO). Para determinar si existen
desviaciones en el equilibrio Hardy-Weinberg, se estimé el indice Fis y su significancia
estadistica con 5000 permutaciones. Ademas se calcul6 el indice Fst para cada par de
poblaciones, también conocido como indice de fijacidn, que explica los cambios en la
heterocigosidad debido a la subdivisién poblaciona! y deriva genética, y es el estimador
de diferenciacién genética existente enfre poblaciones. Dependiendo de su valor, Hart
y Clark (1997) establecen criterios para clasificar el grado de diferenciacién entre

poblaciones (Cuadro 2).

Valores de Fst Grado de diferenciacion
0.00 - 0.05 Diferenciacion genética pequefia
0.05-0.15 Diferenciacion genética moderada
015-0.25 Diferenciacion genética alta
Fst > 0.25 Diferenciacion genetica muy alta

Cuadro 2. Valores de Fst y criterios de significancia para interpretar resultados.
(Tomado de Hartl & Clark, 1997)
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Como el indice Fst es poco sensible a las altas tasas de mutacion presentadas por los
marcadores microsatélites, puede subestimarse el grado de diferenciacién (Balloux et
al, 2000). Por esta razon se calculé con ayuda del programa ARLEQUIN (Excoffier,

2005) el indice Rst (Slatkin, 1995) que resulta mas adecuado al usar microsatélites.

Las tasas de migracion se estimaron utilizando el programa BAYESASS 1.3 (Wilson &

Rannala 2003), que aplica un enfoque bayesiano a genotipos muitilocus.

Ofro de los andlisis realizados fue con el programa STRUCTURE (Pritchard et al,,
2000), basado en un modelo bayesiano que permite determinar si existe una estructura
genética dentro del set de datos alélicos. Agrupa los individuos en un nimero de
clusters genéticamente distintos (K), que no han sido previamente establecidos. El
programa se configuré con los pardmetros que vienen por defecto y estan sugeridos en
el manual. La simulacién se corrié con 200000 repeticiones y otras 200000 repeticiones
en el método Monte Carlo de cadenas de Markov (MCMC), recopilando resultados para

1<K<6.

Por tltimo se realizé un Test de Mantel para ver si existia alguna correlacion entre las
distancias genéticas estimadas y las distancias geograficas entre cada una de las
poblaciones estudiadas. Para esto se utilizo la plataforma web del programa IBDWS
(Jensen et al. 2005) donde se ingresé la matriz con los datos de distancias geneticas

(Rst) y geogréficas.
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2.5. Caracterizacién del nicho climatico en el complejo A. ligtu

La caracterizacién del nicho climético se basa fundamentalmente en correlacionar los
puntos de ocurrencia conocidos para una especie con una serie de variables
ambientales (climaticas, biolégicas, de altura, efc), en este caso se utilizaron variables
climéticas. En este estudio, los datos de ocurrencia se obtuvieron de cada poblacién
visitada, a lo que se sumaron los datos de distribucién de las distintas subespecies
descritas en la bibliograffa consultada (Bayer, 1987; Mufioz y Moreira, 2003). En total
para A. ligtu ssp. simsii se recopilaron 12 ocurrencias. Para A. ligtu ssp. incamnata y A.

ligtu ssp. ligtu se obtuvieron 11 puntos por cada una de las subespecies (Anexo 2).

Para evaluar si existen diferencias significativas entre los nichos climaticos de cada
una de las subespecies, fue necesario realizar un analisis de componentes principales
(ACP). Para esto se extrajeron los valores bioclimaticos asociados a cada unos de los
puntos de ocurrencia originales de las subespecies con ayuda del programa DIVA-GIS
(Hijmans, 2005). Para realizar la comparacién, se estimé la distancia de Mahalanobis
entre las nubes de puntos y se establece la significancia estadistica usando una

prueba de F.

Los modelos predictivos de la distribucién de cada una de las subespecies fueron
ejecutados con la ayuda del software MAXENT ver. 3.3.3.k (Phillips et al., 2006). Este
programa usa un algoritmo de méxima entropia, logrando resultados robustos en
términos de la proyeccién espacial de la distribucién, especialmente cuando se cuenta
con pocos datos de presencias. Para estimar los modelos de distribucion se realizaron

10 replicas con cada uno de los set de datos de ocurrencia por subespecie. Finalmente
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se mapearon las probabilidades de ocurrencia mayores a 0.6 del promedio de 10

modelos replicados (Guerrero et al., 2011).

Para establecer las correlaciones de las ocurmrencias con las variables ambientales, se
utilizé la informacion climatica obtenida de WORLDCLIM (Hijmans et al. 2005). Esta
base de datos corresponde a capas climéticas giobales, con una resolucién de 1 km?.
En total son 19 variables bioclimaticas (Anexo 3) que derivan de datos de temperatura
y precipitaciones actuales (1950-2000). Ademas se cuenta con los datos de altura para
cada uno de los puntos muestreados. Para la modelacién se ocuparon las 19 capas
climaticas descritas para WORLDCLIM. Para medir la confiabilidad de los modelos se
revisaran los valores de “AUC” (en inglés, area under the curve) que entrega el mismo
programa WENT. La confiabilidad del modelo es mayor cuando este indice, que va

deOal,seacercaal.
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Resultados

3.1. Diversidad molecular gen cloroplastidial

Se analizé un total de 120 individuos para el gen psbA-trnH, cuyo largo de secuencia
fue de 395 pares de bases (pb) considerando los gaps como un quinto caracter. De
éstos, el 66,8% corresponde a sitios invariables y el 33,2% a sitios polimérficos, los que
en este caso correspondes a gaps presentes en la secuencia analizada. El anélisis de
las secuencias mostré una diversidad haplotipica (HO) total de 0.407, encontrédndose 3

haplotipos distintos dentro del complejo A. ligtu (Cuadro 3).

" o oo Promedio
Ssp.  Poblacen N pouie Haplotipos Hapiotiion | DieTenas

simsii Zapata 16 0 1 0 0
simsif  Lagunilas 15 0 1 0 0
simsif Clarillo 14 0 1 0 0
incarnata  Radal 15 0 1 0 0
incarmata  Vilches 11 0 1 0 0
incarnata  Bellotos 13 0 1 0 0

ligtu Los Ruiles 15 131 3 0.648 68.610
ligtu Pelluhue 8 0 1 0 0
ligtu F. Albert 13 0 1 0 0

Total 120 131 3 0.407 48.691

Cuadro 3. indices de diversidad genética (sitios polimérficos, nimero de haplotipos,
diversidad haplotipica) asociados al gen cloroplastidal psbA-tmH, obtenidos desde el
programa DNAsp.
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Con respecto la red de haplotipos, se observaron dos haplotipos muy frecuentes y
diferenciados, siendo uno exclusivo para la subespecie A. ligtu ssp. ligtu y el otro
compartido para las subespecies restantes. De esta manera el haplotipo 1, exclusivo
de la subespecie A. ligtu ssp. ligtu, mostré una frecuencia igual a 29 correspondiente al
18,3 %, incluyendo las poblaciones Los Ruiles (N=8), Pelluhue (N=8) y F. Albert
(N=13). Contrariamente, el haplotipo 2 fue compartido entre las poblaciones de A. ligtu
ssp. simsii (N=45), A. ligtu ssp. incarnata (N=43) y una pequefia fraccion de A. ligtu
ssp. ligtu (N=4). El haplotipo nimero 3 es exclusivo de la poblacion de Los Ruiles (N=

3). De esta manera, la topologia mostré dos grandes haplogrupos. (Figura 3).

.’! \_\
)

/‘-__, S q
{ =) SN

ssp. incamnata |
o o

e
ssp. ligtu @

Figura 3. Red de haplotipos obtenida por el programa Network. H1= haplotipo
compartido solo entre individuos de la subespecie A. ligtu ssp. ligtu. H2= haplotipo
compartido entre las 3 subespecies de A. ligtu.
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3.2. Diversidad molecular Microsatélites

De un total de 87 individuos analizados con 5 microsatélites, se encontré que a nivel de

locus, Alig23 mostro la mayor diversidad alélica, mientras que Alig13 presento ef nivel

mas bajo, 0.951 y 0.485 respectivamente. La heterocigocidad observada por locus y

poblacion varié desde 0.143 en la poblacién de F. Albert para el locus Alig13 hasta 1.0

en las poblaciones de Clarillo, Radal y Los Ruiles para el locus Alig23. A nivel global 5

poblaciones presentan excesos de heterocigocidad, salvo Vilches, donde se observo

un déficit de heterocigotos (valor no significativo). Las poblaciones de Los Ruiles (A.

ligtu ssp. ligtu) y Vilches (A. ligtu ssp. incarmnata) presentaron indices de mayor y menor

heterocigocidad a escala global, 0.808 y 0.561 respectivamente (Cuadro 4). Las

frecuencias alélicas se encuentran resumidas en el anexo 4.

A. ligtu simsif A. ligtu incamnata A. ligtu ligtu
Locus Rio Clarillo Lagunillas Radal Vilches F.Albert Los Ruiles Total
Alig 1 N 15 15 15 13 14 15 87
A 2 2 2 2 2 2 2
Ar) 2.0 20 2.0 20 2.0 2.0 2.0
HE 0.420 0.444 0.491 0.426 0.408 0.391
HO 0.600 0.666 0.867 0615 0.571 0.533 0.642
Fis -0.400* -0.474* -0.750* -0.412* -0.368* -0.333*
Alig 13 N 14 14 156 13 14 14 84
A 6 5 4 3 4 5 8
Al 5.706 4.779 3.666  2.981 3.357 4.745 4.732
HE 0.686 0.674 0.389 0.379 0.199 0.640
HO 0.714 0.714 0467  0.231 0.143 0.643 0.485
Fis -0.004 -0.024 -0.167* 0.424* 0.316* 0.033
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Alig 18

Alig 19

Alig 23

Total

N

AR
HE
HO
Fis

Alr)
HE
HO
Fis

A(r)
HE
HO
Fis

HO
Fis

15
5
4.719
0.718
0.933

-0.269*

15
10
8.915
0.771
0.733
0.083

15
6
5.462
0.720
1.0

-0.359*

0.796

-0.167*

15
5
4.464
0.651
0.733

-0.002

15
6
5.655
0.762
0.667
0.159

15

5
4.453
0.640
0.933

-0.431*

0.743

-0.137*

15

5
4.731
0.727
0.667
0.117

14

7.136
0.747
0.571

0.270*

15
5
4.731
0.738
1.0

-0.325*

0.714
-0.120

13

3.998
0.722
0.769
-0.026

11

7.0
0.715
0.273
0.647*

12

3.913

0.608

0.917
-0.476*

0.561
0.059

14
2
2.000
'0.408
0.571
-0.368*

13

7.963

0.731

0.923
-0.226*

14

3.960
0.702
0.857
-0.186

0.613
-0.217*

15
4
2.733
0.531
0.933
-0.742*

14

3.960

0.630

0.929
-0.444*

15

4.171
0.693
1.0
-0.414*

0.808
-0.369*

87

8

6.331

0.768

82

16

8.246

0.683

86

5.919

0.951

Cuadro 4. (N) individuos por poblacién; (A) nimero de alelos por locus; A(r) riqueza

alélica; (HE) Heterocigosidad esperada; (HO) Heterocigosidad observada; (*) valores

significativos de Fis; valores destacados presentan desviaciones significativas del

Equilibrio Hardy-Weinberg.
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Con relacién al grado de diferenciacién genética el indice Fst para cada comparacion
pareada entre poblaciones vari6 entre 0.024 para poblaciones correspondientes a la
misma subespecie (A. ligtu ssp. simsii) y 0.164 entre poblaciones de subespecies
distintas (A. ligtu ssp. simsii y A. ligtu ssp. ligtu). Los valores de Rst variaron entre
0.059 nuevamente para poblaciones de A. ligfu ssp. simsii y 0.222 entre poblaciones
de A. ligtu ssp. simsii y A. ligtu ssp. ligtu. Todos los valores son estadisticamente
significativos. De manera general, los Fst y Rst fueron mayores al comparar las
subespecies mas extremas geograficamente como A. ligtu ssp. simsii y A. ligtu ssp.
ligtu (Fst= 0.08 - 0.16, Rst= 0.04 - 0.22). Siendo la subespecie que se distribuye entre

ambas A. figtu ssp. incarnata la que mostré indices moderados con cada una de ellas

(Cuadro 5).
A. ligtu ssp. simsii A. ligtu ssp. incamata A. ligtu ssp. ligtu
Rio Clarillo Lagunillas  Radal Vilches F. Albert Los Ruiles
Rio Clarillo 0 0.02397 0.09054 0.09185 0.11181 0.08636
Lagunillas 0.01567 0 0.10284 0.10192 0.16357 0.11124
Radal 0.06244 0.11995 0 0.01888 0.09254  0.05829
Vilches 0.05856 0.11236 0.01812 0 0.11046  0.06205
F. Albert 0.11202 0.22288 0.08161 0.1188 0 0.10671
Los Ruiles 0.04277 0.12531 0.05416  0.04839 0.13506 0

Cuadro 5. Estimacion grado de diferenciacion genética entre las 6 poblaciones
estudiadas. Indices Fst (sobre la diagonal) y Rst (bajo la diagonal). En todos los casos
existe p < 0.05.
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Tasas de Migracién desde
A. ligtu ssp. simsii A. ligtu ssp. incarnata A. ligtu ssp. ligtu

Rio Clarillo Lagunillas Radal Vilches F. Albert Los Ruiles

Rio Clarillo 0.689 0.246 0.010 0.020 0.023 0.011
Lagunillas 0.007 0.959 0.006 0.012 0.010 0.007
Radal 0.012 0.015 0.687 0.259 0.015 0.011
Vilches 0.007 0.006 0.006 0.965 0.007 0.009

F. Albert 0.010 0.010 0.009 0.165 0.799 0.008
Los Ruiles 0.010 0.013 0.011 0.208 0.070 0.688

Cuadro 6. Estimacién de la tasa de migrantes entre las poblaciones de las

subespecies de A. ligtu.

Los resultados de BAYESASS mostraron bajas tasas de migracién entre poblaciones
de distintas subespecies {rango 0.006 a 0.015), mientras que entre poblaciones de una

misma subespecie las tasas aumentaron (rango 0.259 a 0.959) (Cuadro 6).

La simulacion realizada con el programa STRUCTURE reunié a los individuos en 4
grupos distintos (K=4). A simple vista se puede observar una estructuracion clara a
nivel de subespecies. El color rojo representa a las poblaciones de A. ligtu ssp. simsii,
el color azul estd asociado con la subespecie A. ligiu ssp. incarnafa, mientras que el
color amarillo se encuentra sobre todo en las poblaciones de A. ligtu ssp. figtu. El verde
se distribuye a lo largo de las 3 subespecies (Figura 4). Las poblaciones que

presentan mayor esfructuracion son Lagunillas (ssp. simsii), Radal (ssp. incarnata) y F.
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Albert (ssp. ligtu). Sin embargo, en todos los casos existen cierta cantidad de migrantes

de todas las subespecies manteniendo un grado de flujo genético entre ellas.

1.00
0.280
0.0

0.40

020

0.00 S_55 /
Lagunillas Clarillo Radal

T

Vilches Los Ruiles F. Albert

Figura 4. Proporcion de veces (Eje Y) en 200.000 repeticiones que los individuos de
las distintas poblaciones analizadas (Eje Y) fueron asignados a las diferentes
poblaciones genéticas definidas por el programa STRUCTURE. Rojo: poblacion
genética 1, Azul: poblacién genética 2, Amarillo: poblacion genética 3 y Verde:
poblacién genética 4.

Al realizar el Test de Mantel (Figura 5) se ve que existe una correlaciéon positiva
(r=0.716) entre las distancias geograficas y las distancias genéticas. Se ve que a
mayor distancia geografica existente entre las poblaciones, mayor es la diferenciacion
genética. Esto respaldaria la idea de un aislamiento por distancia de las subespecies
del complejo A. ligtu, donde las subespecies mas cercanas geograficamente mantienen
aun flujo genético. De esta manera A. ligtu ssp. incarnata ubicada geograficamente en
la mitad de la distribucién de A. ligtu, mantiene mayor flujo genético con A. ligtu ssp.
simsii y A. ligtu ssp. ligtu. Mientras que estas dos Ultimas estarian mas alejadas

geograficamente, disminuyendo la probabilidad de intercambio genético.
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Figura 5. Test de Mantel realizado a partir de las distancias geogréficas y genéticas
entre las diferentes poblaciones del complejo A. ligtu. r = 0.716. El color naranjo
representa las poblaciones de A. ligtu ssp. simsii; el color azul representa las
poblaciones de A. ligtu ssp. incarnata; el color verde representa las poblaciones de A.

ligt ssp. ligtu.

3.3. Caracterizacion del nicho climatico

El analisis de componentes principales (ACP) muestra 3 grupos distintos, que
corresponden a cada una de las subespecies (Figura 6). Se estimé que el Factor 1 esta
relacionado con las variables bioclimaticas derivadas de datos de precipitacion,
mientras que el Factor 2 esta asociado a variables relacionadas con la temperatura.

Entre ambos factores, 1 y 2, explican el 65% de la varianza. Las distancias de
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Mahalanobis obtenidas fueron todas significativas, lo que permite reafirmar las

diferencias en cuanto a las variables ambientales que existen entre las 3 regiones

modeladas (Cuadro 7).

Temperatura: 29.11%
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Figura 6. Grafico Analisis Componentes Principales. Factor 1y 2 asociados a variables

climaticas derivadas principalmente de precipitaciones y temperatura respectivamente.

A. ligtu ssp. A. ligtu ssp. A. ligtu ssp.
Subespecies ] L
ligtu simsii incarnata
A. ligtu ssp. ligtu 124 5703 228.2372
A. ligtu ssp. simsii p<0.05 43.2485
A. ligtu ssp. incarnata p<0.05 p<0.05

Cuadro 7. Distancias de Mahalanobis entre las distintas subespecies (sobre la

diagonal) y su significancia estadistica (bajo la diagonal).
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Figura 7. Distribucion proyectada para A. ligtu ssp. simsii (A), A. ligtu ssp. incarnata (B)
y A. ligtu ssp. ligtu (C) (color verde). Los puntos naranjas representan las ocurrencias
de cada una de las subespecies ocupadas para la prediccion. Las zonas grises
representan las areas protegidas por SNASPE.

De la modelacion realizada en MAXENT se obtuvieron las probabilidades de ocurrencia
de acuerdo a las variables biocliméticas asociadas a los puntos de presencia de las 3
subespecies. Estas predicciones, gracias al programa DIVA-GIS y ArcGis, se llevaron a
representaciones graficas que permiten observar de mejor manera los resultados de
las predicciones (Figuras 7a, 7b y 7c). Se observan patrones de distribucion distintos
para cada una de las subespecies. Por ejemplo, A. ligtu ssp. ligtu presenta una
distribucion netamente costera, entre los 35° y 37° de latitud sur. Mientras que A. ligtu

ssp. incarnata se observa mayor presencia hacia una zona precordillerana, abarcando
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desde los 34°S al 36°S de latitud. En cambio, A. ligiu ssp. simsii se encuentra en un
rango longitudinal m&s amplio, ocupando el exiremo norte de la distribucion del
complejo A. ligtu, entre los 32° y 34° de latitud sur. Los valores de AUC obtenidos para
cada modelo son 0.993, 0.998 y 0.997 para A. ligtu ssp. simsii, A. ligtu ssp. incamata y
A. ligtu ssp. ligtu respectivamente. Estos valores confirman que los modelos tienen

buena capacidad de prediccion de la distribucion para cada una de las subespecies.

Las variables que mas aportaron a cada modelo estan resumidas en el Cuadro 8. De
acuerdo a esto se sugiere que las precipitaciones en el trimestre mas calido podrian
ser determinantes para la distribucién de las poblaciones de A. ligtu ssp. simsii (65.7%)
y A ‘Iigtu ssp. ligtu (37.4%). Mientras que Ia variable de precipitaciones en el trimestre

més frio es importante para la distribucion de A. ligtu ssp. incamata (29%).

Variables A ligtu ligtu A ligtu simsii  A. ligtu incamata
T° Anual - - 18,1%
T° media trimestre himedo - - 10,7%
Pp Mes mas seco - 3,80% -
Pp por estaciones 13,0% 10,3% -
Pp trimestre mas célido 37,4% 65,7% 25,7%
Pp trimestre mas frio 20,0% 14,4% 29,0%
Altura 19,1% - -

Cuadro 8. Variables bioclimaticas que aportaron significativamente, seguin e! programa
MAXENT, a los modelos de distribucion de cada una de las subespecies. Los nlimeros
destacados son las variables que mas aportaron a cada modelo.
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Discusién y Conclusion

A la luz de estos resultados se podria concluir que a nivel molecular existe una
diversidad genética significativa entre las subespecies del compiejo A. ligtu, con
estructuracién genética y aislamiento por distancia entre ellas. De igual manera,
ecolégicamente las subespecies presentan diferencias en cuanto a su distribucion
predicha por MAXENT. En consecuencia existiria una ausencia de intercambiabilidad
genética y ecologica entre las subespecies por lo que se sugiere la presencia de tres
unidades de conservaciéon dentro del complejo A. ligtu. Estas estarian representadas

por las poblaciones de Lagunillas (ssp. simsii), Radal (ssp. incamnata) y F. Albert (ssp.

ligty).

Diversidad molecular

A nivel cloroplastidial, la diversidad haplotipica y nucleotidica que present6é el gen
psbA-trmH fue bastante baja (0,4 y 0,01 respectivamente). Lo que puede ser explicado
por la baja tasa mutacional que presentan los genes cloroplastidales, permitiendo
resolucion que en muchos casos no es suficiente para evaluar los patrones de fiujo de
genes dentro de una especie, por lo que a un nivel intraespecifico es dificil identificar
una diversidad haplotipica y/o nucleotidica significativa (Schaal et. al, 1998). Esta
ausencia de diferencias notables entre las subespecies sugiere que para el gen
cloroplastidial estudiado, la diferenciacion genética a nivel de subespecies es un

proceso en estadios iniciales de diversificacion.

30




El mapa de haplotipos nos permitid identificar dos grandes haplo-grupos que coinciden
con la distribucién geogréfica de las subespecies y poblaciones estudiadas. El primer
haplogrupo, se conforma por dos subespecies: A. ligtu ssp. simsii y A. ligtu ssp.
incarnata. No obstante, una pequefia fraccién de A. ligtu ssp. ligtu (4 individuos de la
poblacién de Los Ruiles) se asocid a este haplogrupo. El segundo grupo se conforma
por poblaciones que pertenecen a la subespecie A. figtu ssp. ligfu y que se distribuyen
en poblaciones mas costeras dentro de Los Ruiles, siguiendo hacia las localidades

costera de Pelluhue, Chanco y F. Albert.

En base a estos resultados podriamos sugerir dos eventos posibles: Primero, un
evento de colonizacion de norte a sur y desde la cordillera a la costa. A este nivel de
resolucion genética (gen cloroplastidal), las subespecies A. figtu ssp. simsii y A. ligtu
ssp. incamnata no se han diferenciado mayormente con un haplotipo fijado y algunos
haplotipos derivados de pocos pasos mutacionales. Probablemente este haplogrupo
corresponderia al estado ancestral que colonizé desde la V regidn hacia la VII regién
en la zona cordillerana. Cuando llegé hasta la localidad de Los Ruiles, unas
poblaciones mantuvieron su estado ancestral pero otras derivaron, dando origen al
segundo haplogrupo hacia la costa, que en su mayoria corresponde a la subespecie A.
ligtu ssp. ligtu. El segundo escenario posible es un evento de re-colonizacion
secundario de la zona sur costera. En este caso, algin evento adverso podria haber
causado una muerte masiva de individuos en la zona sur cosiera, quedando so6lo
algunos haplotipos ancestrales, los que al repoblar se diversificaron con haplotipos

derivados mas frecuentes y dieron origen a este nuevo haplogrupo.
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Con respecto a este ultimo punto, de acuerdo a observaciones realizadas en terreno
durante los dltimos tres afios, se ha observado una intervencién antrépica importante
que ha afectado directamente a las poblaciones de A. ligtu ssp. ligtu (Construccion de
caminos, quema de pastizales). Por esta razén no es dificll imaginar que esta zona
lleva intervenida por un largo perilodo, apoyando la hip6tesis de una re-colonizacion
constante en la zona costera por p;rte de A. ligiu ssp. ligtu.

A nivel nuclear el analisis genétic;J utilizando microsatélites, nos entregd una mayor
resolucién de los procesos actuales que estan sufriendo las subespecies. Esto permite

'

reconocer las subespecies de A.‘ ligtu como entidades independientes, aunque se
observa un flujo genético representado por algunos alelos compartidos, que se
diferencian en un gradiente geografico de aislamiento por distancia.

Los indices Fst y Rst se encuentran en un grado de diferenciacién genética moderado,

de acuerdo a lo descrito por Hartl & Clark (1997).

Teéricamente, se ha observado en muchos grupos que el intercambio genético puede
estar restringido a través del rango de distribucién de una especie, ya sea por la amplia
distribucién geografica de las pobl;ciones, por el comportamiento de los polinizadores
o debido a los mecanismos de dispersion limitada de semillas. Esto podria explicar lo
que encontramos en el complejo .A' ligtu, donde acontecimientos histéricos como la
fragmentacion del habitat y los cuéllos de botella poblacionales son determinantes en
la estructuracion genética de las poblaciones. Por lo que la similitud genética

observada entre las poblaciones podria deberse a un ancestro comin reciente mas

que a un proceso continuo de intercambio genético (Schaal et. al, 1998).
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Caracterizacioén del nicho climatico

Los resultados de la modelacion que se realizé, muestra a grandes rasgos una
diferenciacién en cuanto a la distribucion predicha para cada una de las subespecies.
Existen algunas &reas, sobre todo periféricas de la distribucién, que coinciden entre
subespecies. Pero al revisar el Analisis de Componentes Principales (ACP) de las
variables climaticas asociadas a cada punto de ocurrencia, se ve que existe una clara
diferenciacion entre los nichos climléﬁcos de las subespecies de A. ligiu. Esto sugiere
que las variables actuales (tltimos 50 afios) no se comparien entre las subespecies,
por lo que existiria una diferenciacion a nivel del nicho climatico. Holt (2009) planted
que nuevas condiciones ambientales podrian promover una diferenciacién en el nicho
ocupado por una especie. A esto podemos agregar que el nicho formaria parte del

fenotipo de una especie, por lo que evolucionaria junto con ella (Wiens & Donoghue,

2004).

Estos resultados no coinciden con lo que algunos autores (Peterson et. al, 1999; Wiens
& Graham, 2005; Wiens et. al, 2010) plantean con respecto a la conservacion del
nicho, que supone una retencion por parte de las especies de sus requerimientos
ecolégicos a lo largo del tiempo, sobre todo en especies fuertemente relacionadas. Con
respecto a esto hay que tener cuidado al atribuir la variacién geografica a una
innovacién evolutiva, ya que también podria ser explicada por la plasticidad fenotipica

caracteristica de una especie {Peterson & Holt, 2003).

Los modelos que se obtienen con las probabilidades de ocurrencia de una especie es
necesario interpretarlos con mucho criterio. Existen algunos factores que podrian

contribuir a2 darle mas robustez a los resultados, por ejemplo la posibilidad de contar
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con las ausencias de unas especies (identificar espacialmente los sitios donde la
especie no se encuentra presente). Esto puede mejorar el resultado final de un modelo,
permitiendo una mejor discriminacién de las variables descriptoras y por lo tanto un
mejor ajuste final del modelo (Guisan & Zimmermann, 2000). El nimero ideal de
registros también es una variable iznportante a considerar al momento de realizar una
modelacion. Se ha establecido qﬁe sobre 30 (Wisz ef al, 2008) o 50 (Kadmon et
al., 2003) registros por especie permitirian obtener modelos estadisticamente validos.
Sin embargo, el criterio a seguir es incorporar el mayor nimero de presencias
disponibles, independiente de la calidad de la informacién, ya que va a depender del
objetivo planteado o del programa que se utilizara para la modelacién (Pliscoff, 2011).
Otro factor importante es la base de datos climaticos que se utiliza. Para el caso de
Chile, estas bases de datos climaticos globales han sido evaluadas (por
ejemplo Woridclim), identificando problemas en los valores de las variables climéticas,
especialmente en aquellas zonas del pais donde la cobertura de estaciones

meteorolégicas es menor (por ej. zona norte) (Pliscoff, 2011).

Unidades de coniservacion

Para identificar unidades de conservacion dentro del complejo A. ligiu, se combinaron
los resultados obtenidos de los andlisis moleculares y la modelacién del nicho
climético. Esto representa un enfoque integrado, usandc datos ecologicos y
filogenéticos, capaz de proveer las herramientas necesarias para estudiar la historia
evolutiva de una especie (Jakob et. al, 2007). Basandonos en el enfoque planteado
por Crandall (2000), que entrega mayor flexibilidad a la hora de clasificar Unidades
Evolutivamente Significativas (UES), podemos identificar 3 unidades de conservacion

prioritarias, cada una representada por una de las subespecies. Se sugiere que las
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poblaciones de Lagunillas (ssp. simsii), Radal (ssp. incarnata) y F. Albert (ssp. ligtu)

representarian UES independientes.

La clasificacion en UES de las subespecies de A. figlu se basa en la diferenciacion a
nivel genético que existe entre las poblaciones de las subespecies estudiadas,
diferencias en cuanto al nicho climético ocupado por cada una y a datos ecolégicos
recopilados con anterioridad, como las diferencias en el ensamble de polinizadores y

morfologia de las flores (A. Gonzélez, datos no publicados).

Una de las desventajas que presentaba esta metodologia era demosirar la
intercambiabilidad ecolégica, que consistia principaimente en “probar” si un individuo
lograba adecuarse en una poblacion vecina sin disminuir su fithess. Por las dificultades
metodolégicas que presentaba esto, la incorporacién de la modelacién del nicho
climético para probar la intercambiabilidad ecolégica fue una buena solucion, ya que no

se manipulan individuos fuera de su habitat natural.

Basado en lo anterior, la importancia de esta clasificacidn es identificar unidades de
conservacién dentro de cada especie, ya que contribuye a la gestién, monitoreo y otros
esfuerzos de conservacién, facilitando la aplicacion de la legislacion actual para

conservar sus habitats (Allendorf & Luikart, 2007).

Incorporar el uso de la distribucion predicha por los modelos climaticos resulta Gtil para
priorizar especies y areas de conservacion. E! desarrollo de modelos mas dinamicos
que dan cuenta de los movimientos de las especies o del cambio climatico, le esta

dando un nuevo valor al rol de los modelos de distribucion dentro de los procesos de
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planificacién de conservacion (Loiselle et al., 2003; Pressey et al., 2005; Elith &
Leathwick, 2009; Richardson et al., 2010). En el caso de este trabajo se agregaron las
areas protegidas a nivel nacional para comprarias con las distribuciones predichas por
el programa Maxent. Se observé que en la regiones Mefropolitana y V, donde esta
ubicada A. figtu ssp. simsii, la cobertura de éreas protegidas es mayor, por lo que esta
subespecie estaria mas protegida. Mientras que en la zona costera de las regiones del
Maule y Bio Bio casi no existen area de proteccién, que son los lugares con mas

intervencién que hemos observado afectando directamente a A. ligtu ssp. ligtu.

Aun cuando A. figtu es una especie que no esta dentro de la clasificacién de especies
en peligro, este trabajo sugiere que las subespecies deben ser consideradas para una
préxima clasificacién, sobre todo las poblaciones que se encuentran en la zona costera
de la VI, VIl y VII Regién. Por ofra parte, este trabajo reafirma la importancia de
estudios que combinan distintas técnicas y enfoques sobre un mismo tema, ya que
permite tener una visién integral sobre la problemética tratada y encontrar soluciones
eficaces. La importancia de esto a nivel de conservacion es que permite identificar
especies que no estén clasificadas y entregar informacién concreta de su estado
actual, que permitan luego su adecuado manejo. La identificacién de unidades de
conservacion a nivel de subespecies, propone una unidad faxonémica netamente
operativa que permite realizar mas facilmente la clasificacién de unidades con fines de
conservacion. Esto permite distribuir mejor los esfuerzos y recursos que en cualquier

entidad dedicada a la conservacion son escasos.
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Anexos

Anexo 1- Protocolo Extraccion para A. ligtu

1.- Moler 3 min en la moledora junto con PVP en polvo (la punta de un punta azul)
hasta hacer un polvo fino.

2.~ Afiadir 0.8 ml de la solucion TVBG(*) a los polvos, vortex 30 seg.

3.~ Incubar a 65° G por 1 hr. Agitar de vez en cuando

4.- Deje enfriar 15 min. y afiada un volumen similar de cloroformo (i1 0.7 ml), cierre
bien el tubo y mezcle vigorosamente, usando vortex preferentemente (velocidad
media), por 2 min. hasta alcanzar una emulsion lechosa. Dejar que se separen las
fases (£ 3 min) y volver a repetir esto 4 veces.

5.- Centrifugar los fubos a maxima velocidad (13000 rpm) por 20 min.(c mas), y luego
remover cuidadosamente la fase sobrenadante sin tocar la interfase ni las paredes del
tubo (700 ul aprox). Colocar e] sobrenadante en un nuevo tubo de 2 ml. y volver a
extraer con 1 vol. de cloroformo, emulsionando con ayuda de un vortex por 3 veces
(paso 4) y centrifugando nuevamente por aproximadamente 15 min. Debe formarse
una interfase blanquecina. Remover el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml (Si el
pellet sale muy oscuro ¢ con un precipitado oscuro, repetir el paso 4 las veces que sea
necesario)

6.- Afadir 1/10 de volumen (50ul aprox) de Acetato de Amonio 7.5 M y 1 volumen (500
ul aprox} de isopropanol. Mezclar vigorosamente y dejar reposar por 5 min. Luego
centrifugar a max. velocidad por 2 a 5 min.

7.- Deberia observarse el pellet, el sobrenadante se elimina o se extrae con pipeta en

caso que el pellet este suelto. Llenar (1 ml aprox) el tubo con etanol al 95% y botarlo
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nuevamente, invertir el tubo sobre papel absorbente y luego dejar secar. El peliet

podria verse oscuro.

8.- Luego de 30 min. aprox. disolver el pellet en 40 ul de agua. El volumen de agua

depende del tamafio del peliet que se obtuvo. Pueden ser de 20 a 50 ul aprox.

(") Solucion TVBG: 25 ml DH20; 10 mi 1m TRIS-HCL pH 7.5; 28 ml 5M NaCl; 20

ml 10% CTAB ; 4 ml 500 mM EDTA pH 8.0 ; 3 ml 10 % SDS o (Tween 20)

Anexo 2 - Localidades usadas como ocurrencias en [a modelacion con MAXENT

Coordenadas geograficas

Especie Lugar
de presencias
A. ligtu ssp. ligtu Camarico 35° 127 54" 71°26° 10~
A. ligtu ssp. ligtu Constitucion 35°23" 21" 72° 277397
A. ligtu ssp. ligtu Federico Albert 35°43° 78" 72° 3224~
A. ligtu ssp. ligtu Pelluhue 35° 497 23™ 72° 337158~
A. ligtu ssp. ligtu Los Ruiles 35° 52" 12~ 72°28° 53"
A. ligtu ssp. ligtu Cobquecura 36° 3730~ 72° 45" 297
A. ligtu ssp. ligtu Chillan 36° 357407 72° 317427
A. ligtu ssp. ligtu Talcahuano 36°38° 28"~ 73°6° 36"
A. ligtu ssp. ligtu Sta. Juana 37° 10" 30~ 72° 557 45"
A. ligtu ssp. ligtu Sn. José de Colico 37°23°36” 73° 19749~
A. ligtu ssp. ligtu Cariete 37° 48" 45~ 73°22° 56"
A. ligtu ssp. simsii Cuesta El Melén 32°36°34” 71°14° 77




A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsif
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. simsii
A. Ligtu ssp. simsii
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incamata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incamata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incarnata
A. ligtu ssp. incarnata

A. ligtu ssp. incarnata

Cerro Caquis
Cerro Las Vizcachas
Cerro La Campana

Lago Pefiuelas

Yerba Loca

Quebrada Cérdova

Lagunillas

Rio Clarillo

Laguna de Aculeo

Pichilemu

Cuesta Zapata

Laguna El Teno

Huemul Alto

Paso Vergara

Radal (2011)
Radal

Radal

Altos de Lircay

Altos de Lircay

Vilches

Belloto% del Melao

Bellotos del Melao

32°43° 0

32° 43 56”

33°0° 7

33°9°4”

33°20° 57

33° 26" 277

33° 38" 28”

33°43° 33"

33° 50" 19~

34°23° 07

33°23" 41~

34° 44712

34° 50° 30”

35°12° 57

35° 14" 41~

35° 22" 36"

356° 26" 93~

35°33°41”

35° 36749~

35° 35" 23"

35° 60° 50

35° 55 45™

71°2°60™

70°31° 77

71D 6’ 0"

71° 30" 407

70° 19 50~

71° 39" 35

70° 20" 10

70° 28" 54~

70° 5318~

71° 557 28~

71°15" 227

71°7° 54

70° 39" 43"

70° 317 16”

71° 10717~

71°6° 60"

71°2° 27

70° 55" 58™

70° 57" 57~

71° 5756

7179744

71°24° 94~
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Anexo 3 - WorldClim

Identificacion de las 19 variables bioclimaticas obtenidas de WorldClim, ocupadas en la

modelacion del nicho climatico.

BIO1 = Annual Mean Temperature

BIO2 = Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max temp - min temp))
BIO3 = Isothermality (P2/P7) (* 100)

BIO4 = Temperature Seasonality (standard deviation *100)
BIOS = Max Temperature of Warmest Month

BIO6 = Min Temperature of Coldest Month

BIO7 = Temperature Annual Range (P5-P6)

BIO8 = Mean Temperature of Wettest Quarter

BIO9 = Mean Temperature of Driest Quarter

BIO10 = Mean Temperature of Warmest Quarter

BlO11 = Mean Temperature of Coldest Quarter

BIO12 = Annual Precipitation

BIO13 = Precipitation of Wettest Month

B1014 = Precipitation of Driest Month

BIO15 = Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation)
BIO16 = Precipitation of Wettest Quarter

BlO17 = Precipitation of Driest Quarter

BIO18 = Precipitation of Warmest Quarter

BIO19 = Precipitation of Coldest Quarter
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Anexo 4 ~ Frecuencias alélicas por cada uno de los locus y poblaciones de A.

ligtu
A, Ligtu ssp. simsii A. ligtu ssp. incarnata A. ligtu ssp. ligtu
tocus  Alelo
Clarillo Lagunillas Radal Viiches F.Albert Los Ruiles
Aligl 230 0.7 0.667 0.557 0.692 0.714 0.733
270 0.3 0.333 0.433 0.308 0.286 0.267
Alig 13 241 0.179 0.179 0.133 0.077 0.036 0.214
245 0 0 0.033 0 0 0
247 0.5 0.5 0.767 0.77 0.892 0.536
250 0.071 0.107 0 0.154 0 0.071
253 0.071 0 0 0 0 o
255 0 0 o 0 0.036 0
257 0.143 0.036 0.067 0 0.036 0.143
262 0.036 0.179 0 0 0 0.036
Alig 18 164 0 0 o 0 0.286 0
176 0 0.033 0 0 0 0
180 0.267 0.333 0.033 0 o 0.033
183 0.033 0 0.2 0.269 0 0.5
187 0.4 0.133 04 0.268 0.714 0.467
190 0.2 0.467 0 0 0
193 0 0 0.233 0.115 0 0
197 0.1 0.033 0.133 0.346 0 0
Alig 19 202 0 0.067 0 0.046 0 0
212 0.067 0.2 0.036 0 0 o
215 0.033 0.267 0.429 0.41 0.27 0.536
218 01 0 0.036 0.091 0.077 0
224 0.433 0.333 0 0.046 0.192 0.179
228 0 0 0 0.046 0 0
230 0.1 0.1 0.179 0.046 0 0
235 0.067 0 0 0 0 0
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Alig 23

239
241
244
247
249
250
252
254

239
242
264
268
273
277
287
292
297

0.033

0.033

0.067

0.067

0.433
0.133
0.233
0.033
0.033
0.133

o 0 0 O 0o o o

0.033

0.4
0.033
0.433

0.033
0.1

0.036

0.143

0.036
0.107

0.233

0.367

0.133

0.033

0.233
0

0
0
0.318

o o O Q

0.083
0.458

0.417

0.042

0

0
0
0.077

0.385

0.357

0.321

0.071
0.25

o O o

0.214

0.071

0.433

0.3

0.1

0.133
0.033
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