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RESUMEN

Las herramientas moleculares y la utilizacion de distintas regiones génicas han
permitido obtener filogenias mas robustas y ahondar en la historia evolutiva de
diferentes especies, asi como también al evaluar el papel de procesos como la
introgresion y el polimorfismo ancestral. La posicion filogenética de la especie
Thamnoseris lacerata (Hyoseridinae, Cichorieae, Asteraceae), ha sido inestable
durante décadas debido a la falta de material genético como evidencia molecular para

respaldar su relacion filogenética dentro de Hyoseridinae.

Con el objetivo de incorporar por primera vez a T. lacerata en una filogenia y
determinar su posicion filogenética a partir de ADN de la especie, se analizaron las
primeras filogenias de las regiones ITS y trnL-F. Ademas, se evalud la relacion
molecular con las especies exéticas de Sonchus (parte de Hyoseridinae) que habitan
actualmente en Chile y se propuso evaluar la posibilidad de evidenciar procesos

evolutivos que dieron origen a esta especie.

Los resultados a partir de secuencias de ITS y trnL-F indican que T. lacerata
pertenece a un clado bien soportado llamado Sonchus sensu lato. Ademas, los
resultados de ITS indican que la especie mas cercana dentro de la filogenia pertenece
al género Dendroseris. Por otro lado, el andlisis de regiones concatenadas sugiere
gue existiria una relacién cercana con S. arvensis, exotica de Chile en comparacion
con las demas especies exoticas que habitan en el pais. La evaluacion del papel de
los procesos evolutivos que pudieron haber originado a T. lacerata fue limitada debido
a la baja resolucion en la filogenia de trnL-F, por lo que no fue posible evidenciar

fendmenos evolutivos como la introgresion. Sin embargo, la posicion filogenética



determinada en este estudio corresponde a la primera aproximacién en comprender

las relaciones evolutivas de esta especie endémica de Chile.



ABSTRACT

Molecular tools and the use of different gene regions have allowed to obtain better
resolved phylogenies and delve into evolutionary history off different species, as well
as evaluating the role of processes such as introgression and ancestral
polymorphism. The phylogenetic position of the species Thamnoseris lacerata
(Hyoseridinae, Cichorieae, Asteraceae), has been unstable for decades due to the
lack of genetic material as molecular evidence to support its phylogenetic relationship

within the Hyoseridinae.

In order to incorporate T. lacerata into a phylogeny for the first time and delimit its
phylogenetic position from the species’ ADN, the first phylogenies of ITS and trnL-F
regions were analyzed. Moreover, the molecular relationship with the exotic species
of Sonchus (part of Hyoseridinae) that currently inhabit Chile was evaluated and put

forward to evidencing evolutionary processes that could have originated this taxon.

The results from ITS and trnL-F sequences indicate that T. lacerata belongs to a well-
supported clade named Sonchus sensu lato. Furthermore, the ITS results point out
that it could be a sister-group to the Dendroseris genus. Additionally, the analysis of
concatenated regions suggests that there would be a closer relationship with the
exotic species S. arvensis. The evaluation of the evolutionary processes that could
have originated T. lacerata was limited due to the low resolution of the trnL-F
phylogeny, so it was not possible to demonstrate evolutionary phenomena such as
introgression. Nevertheless, the phylogenetic position determined in the current
investigation corresponds to the first approximation to comprehend the origin of this

endemic Chilean species.



INTRODUCCION

Los avances en biologia molecular han proporcionado una serie de
herramientas para la identificacibn de especies, que junto con el pensamiento
filogenético, han permitido aumentar los esfuerzos por reconstruir su historia
evolutiva, y asi ayudar a responder preguntas en el area de la evolucion y la
taxonomia (Wendel & Doyle, 1998; Arif y col., 2010). Entre muchas herramientas
moleculares, la secuenciacion de ADN vy la filogenia molecular son instrumentos
basicos para cualquier estudio de caracter filogenético, puesto que -entre otros- han
permitido determinar las posiciones filogenéticas de diferentes especies (Mayuzumi
& Ohba, 2004), apoyar diversas clasificaciones taxonémicas (e.g., Acosta y col.,
2016; Garcia y col.,, 2022) e incluso, remodelar los conceptos de relaciones y
circunscripciones en todos los niveles de la jerarquia taxonémica (Qui y col., 1999;

Soltis y col., 1999; Crawford, 2000).

A medida que las investigaciones en el area molecular aumentan, se hace
evidente la utilizacibn de diversas fuentes para resolver distintas preguntas
cientificas, particularmente debido a las diferentes tasas de evolucién de secuencias
entre genomas, genes y regiones génicas (Small y col., 2004). Ademas, la
dependencia de una Unica region molecular a menudo puede resultar en una
resolucion filogenética insuficiente o inferencia incorrecta, por lo tanto, es cada vez
mas extendido aplicar distintas fuentes de datos a un grupo comun de especies
(Wendel & Doyle, 1998). Las dos principales fuentes de variacién molecular utilizada
con fines filogenéticos en plantas, han sido el genoma del cloroplasto (cpADN) y la
region de repeticion del ADN ribosémico nuclear (rADN) (Olmstead & Palmer, 1994).

Una cantidad considerable de literatura cientifica ha sido publicada bajo el estudio



exhaustivo de las limitaciones y ventajas que presentan (e.g., Wolfe y col., 1987;
Clegg y col., 1994; Small y col., 2004), asi como de las diferencias en los resultados
obtenidos al utilizar una u otra fuente de material genético (e.g., Ferher y col., 2007;
Kim y col., 2007). Una de estas diferencias consiste en la aparicion de disimilitudes
en la posicién filogenética de las especies, que cominmente se plantean como
incongruencias filogenéticas, las cuales, derivan en parte al reconocimiento de que
los genomas presentan distintas historias evolutivas (Wendel & Doyle, 1998). No
obstante, la practica de utilizar distintas fuentes moleculares mas que dificultar el
entendimiento filogenético de los linajes, en ocasiones es deseable debido a que

permite ahondar en el reconocimiento de las causas implicadas en este fenbmeno.

En ocasiones, estos resultados pueden ser explicados por procesos de
introgresion o polimorfismo ancestral (Wendel & Doyle, 1998). El rol de la introgresién
en la evolucién de las plantas es un proceso comun en los genomas organelares,
debido a la frecuencia aparentemente alta de introgresion citoplasmética (Reiseberg
& Brunsfeld, 1998; Wendel & Doyle, 1998), lo que produce filogenias que
probablemente reflejan la historia evolutiva de la introgresion en lugar de la historia
de la division del linaje (Knowles, 2009; Reiseberg, 2000). Asimismo, la retencion y
clasificacion estocastica de polimorfismos ancestrales causados por la clasificacion
incompleta del linaje, produce historias filogenéticas que también son engafiosas
(Escobar y col., 2011). Independiente de la causa de las incongruencias, la
perspectiva de considerar estos fendmenos durante el andlisis de la posicion
filogenética de las especies, ocasionalmente podria esclarecer el resultado
filogenético lo que contribuye al conocimiento sobre los procesos evolutivos que

originaron a las especies actuales.



Entre los grupos de plantas presentes, la tribu Cichorieae abarca un conjunto
de plantas comprendidas dentro de las asteraceas (Asteraceae), que incluye 98
géneros y mas de 1500 especies (Bremer, 1994). Diversos estudios han sido
publicados con el objetivo de determinar las relaciones a nivel de subtribu y género
dentro de Cichorieae, donde se ha evidenciado fenémenos de introgresién por
ejemplo, en el género Hieracium subgénero Pilosella (Ferher y col., 2007). Sin
embargo, los cambios mas destacados segun lo revelado por estudios filogenéticos
se refiere a la subtribu Hyoseridinae (anteriormente Sonchinae), una de las mas
ampliamente distribuidas de Cichorieae, donde la deteccién de varias incongruencias
entre filogenias, también ha evidenciado la posible ocurrencia de hibridacién e

introgresion en este grupo de plantas (Lee y col., 2005; Kim y col., 2007).

La clasificacion de las categorias taxondmicas involucradas en Hyoseridinae
ha sido propuesta por distintos autores (e.g., Stebbins, 1953; Jeffrey, 1966; Bremer,
1993, 1994) y en general, se ha basado en andlisis cladisticos morfologicos y
estudios moleculares (Kim y col., 1996a). Una de las clasificaciones consensuadas
se refiere a la realizada por Bremer en 1993, quien utilizando analisis cladistico
morfoldgico clasifico 11 géneros y aproximadamente 130 especies, definiendo dos
alianzas: 1) Launaeay los géneros Aetheorhiza y Reichardia y 2) Sonchus y un grupo
de géneros estrechamente relacionados (Actites, Babcockia, Embergeria, Kirkianella,
Lactucosonchus, Sventenia y Taeckholmia) (Bremer, 1993). Pese a que esta
clasificacion ha sido confirmada por andlisis moleculares posteriores, las
publicaciones realizadas hasta la fecha siguen proponiendo cambios en las
relaciones taxondmicas, ya que la resolucion filogenética de ciertos géneros es aln

poco robusta, y por consiguiente la literatura cientifica no entrega clara evidencia



todavia de la historia evolutiva de Hyoseridinae (e.g., Jansen y col., 1991; Whitton y

col., 1995; Lee & Baldwin, 2004).

Pese a las continuas revisiones taxondmicas, en general se ha demostrado
gue Sonchus subgénero Sonchus es un género bien definido de Hyoseridinae, el cual
incluye muchas malezas extendidas, exitosas y nocivas con una distribuciéon
cosmopolita. En Chile, el género esta representado por cuatro especies: Sonchus
arvensis L., Sonchus asper (L.) Hill, Sonchus oleraceus L. y Sonchus tenerrimus L.,
siendo las cuatro hierbas introducidas y tres de ellas con una amplia distribucion a lo
largo del pais, a excepcidon de S. arvensis acotada a la Region de Magallanes
(Rodriguez, y col., 2018). La literatura ha documentado que se trata de un género
cuya forma de especiacion involucré una radiacion adaptativa producto de la aislacion
geogréafica en microhabitats, por lo que parecen ser responsables del origen de varias
especies endémicas de islas tanto en el Océano Pacifico (e.g., Dendroseris en las
Islas Juan Ferndndez, Thamnoseris en las Islas San Ambrosio) como en el Océano
Atlantico (la alianza lefiosa Sonchus de las Islas Macaronesias) (Crawford y col.,

1992; Sang y col., 1994; Kim y col., 2007).

Thamnoseris es un género monotipico, que pertenece a la subtribu
Hyoseridinae, el cual es endémico de las Islas San Ambrosio, frente a la costa de
Chile, islas que pertenecen a territorio chileno (Kim y col., 2007). Thamnoseris
lacerata (Phil.) F. Phil., es un arbusto que puede alcanzar cinco metros de altura, que
antiguamente se podia encontrar formando bosques de densa cobertura vegetacional
en las planicies superiores de San Ambrosio y también en el cerro Amarillo de San
Félix, aunque en esta Ultima de forma mas escasa (Kuschel, 1963; Rivera, 1999). En

la actualidad, s6lo quedan vestigios de estos bosques, en los cuales se pueden



encontrar unos pocos arbustos remanentes en los lugares mas humedos habitando
junto a herbaceas exoticas (Téran & Vilches, 2020). Esta disminucion se ha asociado
al detrimento en la calidad del habitat debido a perturbaciones y transformaciones de
su &rea de ocupacion por la introduccion de especies invasoras, lo que ha llevado a

catalogar a T. lacerata como especie En Peligro (EN) (MMA, 2016).

Una problemética adicional que involucra a T. lacerata, tiene relacion con la
falta de material genético como evidencia molecular para determinar la posicion
filogenética de esta especie dentro de Hyoseridinae. Un considerable niamero de
publicaciones durante varias décadas ha estudiado la relacion filogenética sin
evidencia molecular, lo que sugiere que su posicién filogenética ha sido inestable
(e.g., Stebbins, 1953; Jeffrey, 1966; Kim, y col., 1996b, 2007). La controvertida
cuestion se ha centrado en la relacion de Thamnoseris con el género Dendroseris
(parte de Hyoseridinae) endémico de las Islas Juan Fernandez. Autores entendidos
en la materia, han sugerido modificaciones de ambos géneros a nivel de subtribu
(Stebbins, 1953; Bremer, 1994; Jeffrey, 1966). Un consenso anteriormente
establecido fue la creacion de la subtribu Dendroseridinae que incluia a Dendroseris
y Thamnoseris (Stebbins, 1953), pero al igual que otras clasificaciones, la evidencia

pareciera no ser concluyente.

En trabajos mas recientes, Kim y colaboradores (2007) mediante estudios
filogenéticos moleculares del género Sonchus mostraron que Dendroseris esta
anidado en la subtribu Sonchinae (actualmente Hyoseridinae) ya que el rango
subtribal Dendroseridinae establecido con anterioridad no se encontraba soportado.
Ademas, el género Thamnoseris resulté ser hermano de Dendroseris (Jeffrey, 1966;

Kim y col.,, 1996b; B.G Baldwin, comunicacion personal), sugerencia que



posteriormente fue apoyada por diferentes autores (Lack, 2007; Kilian, 2009). En
consecuencia, los nombres Dendroseris y Thamnoseris se consideraron sinbnimos
de Sonchus, y se propuso una re-circunscripcion de la subtribu Sonchinae, que fue
nombrada finalmente Hyoseridinae (Mejias y Kim, 2012). No obstante, la sugerencia
de los autores de incluir a Thamnoseris dentro de un Sonchus mas amplio, fue
realizada a partir de una comunicacion personal con el experto en el grupo, y no se
ha aportado con ADN de la especie hasta ahora, o que se puede comprobar

realizando una busqueda en GenBank.

El estudio de la posicién filogenética de T. lacerata que se aborda en este
trabajo es sustancial por una serie de razones: en primer lugar, el analisis filogenético
incluye por primera vez la extraccion de ADN de T. lacerata, lo que permite evaluar
su posicion filogenética actual en Hyoseridinae, lo que podria proporcionar evidencia
para justificar las sugerencias anteriormente mencionadas o bien, ofrecer una nueva
alternativa a raiz de nuevos descubrimientos. En segundo lugar, el trabajo de
reconstruccion filogenética se realizara utilizando dos fuentes moleculares: cpADN y
rADN, por consiguiente, el entendimiento de la relacion de T. lacerata con las demés
especies de la subtribu Hyoseridinae, tendria en cuenta la posibilidad de obtener
incongruencias filogenéticas y por lo tanto, la posible evidencia de fenémenos de
hibridacion ancestral. Por ultimo, se tendria la oportunidad de discutir la relacién de
T. lacerata con las especies exoticas del género Sonchus que habitan actualmente
en Chile y asi obtener una primera aproximaciéon sobre su origen. Es importante
mencionar, que si bien, seria interesante examinar con mayor detalle la historia
evolutiva de la subtribu Hyoseridinae, para los propésitos que busca esta

investigacion, se limita la discusion y analisis al taxdn de estudio, lo que a su vez,



constituye una gran oportunidad para contribuir al conocimiento de esta especie

endémica de Chile.



OBJETIVO GENERAL
Analizar y determinar mediante evidencia molecular la posicion filogenética de

Thamnoseris lacerata (Asteraceae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analizar la posicion filogenética de Thamnoseris lacerata en la subtribu

Hyoseridinae.

2. Analizar la relacién filogenética entre las especies de Sonchus que habitan en

Chile y Thamnoseris lacerata.



MATERIALES Y METODOS

Recopilacion de datos

Los criterios de seleccion de las especies fueron los siguientes: primero, se
utiliz6 como base de seleccion las especies de la filogenia de Mejias y Kim (2012)
(Ver Anexo: Figura Al). Luego, se seleccionaron aquellas especies para las que las
secuencias de los genes de interés se encontraban completas y disponibles en la
base de datos GenBank obtenidas de www.ncbi.nlm.nih.gov (International Nucleotide
Sequence Database Collaboration). Finalmente, se descargé mas de una secuencia

por especie en el caso de que hubiera mayor disponibilidad en la base de datos.

Para el estudio de regiones genéticas nucleares se descargaron secuencias
disponibles de los espaciadores ITS1 e ITS2 en formato FASTA de 24 especies,
obteniendo un total de 35 secuencias (Ver Anexo: Tabla Al). Esta seleccion incluyé
especies del varios géneros que pertenecen a la subtribu Hyoseridinae,
especificamente, dos especies del género Reichardia, una del género Launaea y
diecisiete especies del género Sonchus, ademas, se incluyd las especies Aetheorhiza
bulbosa (actualmente Sonchus bulbosus (L.) N.Kilian & Greuter), Actites
megalocarpa (actualmente S. megalocarpus (Hook.f.) J.M.Black) y Dendroseris
litoralis (actualmente S. brassicifolius S.-C. Kim & Mejias). De las diecisiete especies
de Sonchus, cuatro corresponden a especies que son exoticas y habitan en Chile: S.

arvensis, S. asper, S. oleraceus y S. tenerrimus (Rodriguez, y col., 2018).

Para el estudio de la region del cloroplasto, se recopilaron secuencias del
espaciador trnL-F de 23 especies obteniendo un total de 41 secuencias (Ver Anexo:
Tabla Al). Asimismo, se seleccionaron especies de varios géneros de la subtribu

Hyoseridinae, especificamente, tres del género Launaea y dieciséis especies del
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género Sonchus, donde once especies son compartidas con el analisis del
espaciador ITS. Ademas, se seleccionaron otras especies para las cuales habian
secuencias disponibles de la region trnL-F en GenBank y no fueron incorporados en
el andlisis de ITS: Chrysoprenanthes pendula (actualmente S. pendulus Sch.Bip.
Sennikov), Sventenia bupleuroides (actualmente S. bupleuroides Font Quer, N.Kilian
& Greuter), Babcockia platylepis (actualmente S. platylepis Webb & Berthel) y
Taeckholmia pinnata (actualmente S. leptocephalus Cass.). De las especies de
Sonchus exéticas que habitan en Chile se obtuvieron secuencias de S. asper y S.

oleraceus.

Como se mencion6 con anterioridad, tanto para el estudio de las regiones genéticas
nucleares como del cloroplasto, se descargaron diferentes secuencias para varias de
las especies anteriormente mencionadas (Ver Anexo: Tabla Al). Con el objetivo de
obtener una representacion similar a la propuesta por Mejias y Kim (2012), todas las
secuencias fueron incluidas al momento de realizar los arboles filogenéticos, al igual
que se mantuvieron los nombres de las especies y se selecciond a Lactuca perennis
y Prenanthes purpurea como grupo hermano o externo que pertenecen a la subtribu

Lactucinae (parte de Cichorieae).

Extraccion de ADN

Se aisl6 ADN de Thamnoseris lacerata de tejido vegetal de un individuo
herborizado, parte de la coleccién del herbario EIF de la Facultad de Ciencias
Forestales y de la Conservacion de la Naturaleza, Universidad de Chile, que fue
colectado en las Islas Desventuradas por miembros de la ONG Island Conservation,
y donado a EIF. El procedimiento se llevd a cabo empleando el protocolo de

extraccion DNeasy Plant Kit (Qiagen, Valencia, California, USA). El producto de
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extraccion fue cuantificado utilizando un fluorémetro de cuantificacion Easy Qubit
(Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) y visualizado a través de un
gel de agarosa al 1% (1 g de agarosa por 100 ml de TAE), para finalmente confirmar
el éxito de la extraccion mediante un transiluminador con fluorescencia UV después

de la tincion con Blue-orange.

Reaccién de PCR y secuenciacion de ADN

Se amplificé una regién genética nuclear y otra del cloroplasto mediante una
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para la region de repeticion del ADN
ribosbmico  nuclear (rADN) se utiliz6 los cebadores ITS5 (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
en concentracion 10 pM, los cuales son cebadores estandar para amplificar la region
del espaciador del cistron nuclear ITS (White y col., 1990). Por otro lado, la reacciéon
de PCR para el genoma del cloroplasto (cpADN) se realizé6 empleando los cebadores
trnL (5'-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3") y trnF (5-ATTTGAACTGGTGACACGAG-
3", también en concentracién 10 uM, los cuales son cebadores universales para
amplificar esta region no codificante del cloroplasto (Taberlet, 1991). Se
seleccionaron estas regiones genéticas debido a que fueron utilizadas para
reconstruir las relaciones filogenéticas de la alianza Hyoseridinae en estudios

anteriores (Lee y col., 2005; Kim y Mejias, 2007).

La reaccion de PCR fue preparada para ambos marcadores de forma
independiente y en cada caso se incluyé una reaccion sin ADN como control negativo.
Para ITS se prepararon dos tubos; afiadiendo a cada uno de ellos 23 pl de una
solucién ya elaborada que contenia los cebadores seleccionados, ademas de la

enzima Taq polimerasa, un Buffer y desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs). A
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continuacién, al primer tubo se le afadié 2 ul de ADN, mientras que al otro se le
afadio 2 pl de agua libre de nucleasas. Por consiguiente, se obtuvo un volumen total
de 25 pl en cada una de las preparaciones. Este procedimiento se repitié para trnL-
F, no obstante, se agrego la solucién preparada con los cebadores correspondientes

para amplificar dicha region.

Las preparaciones fueron montadas en un termociclador Thermal Cycler
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), donde fueron amplificadas
usando el mismo ciclo para ITS y trnL-F (Lee y col., 2005): el ADN fue desnaturalizado
a 94°C durante 2 minutos, seguido de 32 ciclos de: 94°C durante 30 segundos, 50°C
durante 30 segundos (T° annealing), y para culminar 72°C durante 2 minutos como
extension final. Una vez terminado este procedimiento, el producto de amplificacion
se verificd mediante la visualizacion de 5 ul de la muestra en un gel de agarosa al 1%
y se observd en un transiluminador con fluorescencia UV después de la tincion con
Blue-orange para confirmar el éxito de la amplificacion. Finalmente las muestras
fueron enviadas a la Unidad de Secuenciacion de la Pontificia Universidad Catdlica

para su posterior purificacion y secuenciacion mediante el método Sanger.

Anélisis de datos

Una vez obtenidos los cromatogramas de las secuencias forward y reverse
tanto para cpADN como para rADN, se verificaron mediante un BLAST en GenBank
a través del software 4Peaks (Nucleobytes, Amsterdam, Paises Bajos), para
encontrar regiones de similitud de las secuencias obtenidas con la base de datos y
comprobar la amplificacién de la region de interés. A través del software Aliview
(Larsson, 2014) fueron eliminados los extremos de ambas secuencias y se

excluyeron las regiones que mostraban puntos maximos desiguales (diferentes
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alturas), o bien donde el proceso de secuenciacion no determind los nucleétidos.
Posteriormente, ambas secuencias (tanto forward como reverse) fueron ingresadas
en el programa de alineamiento CodonCode (CodonCode Corporation, Delham,
Massachusetts) en formato FASTA, donde fue hecho el reverso complementario a
una de ellas para obtener una Unica secuencia. Se verificé el resultado obtenido y se
reemplazé cualquier notacion que no representara las bases nucleotidicas
representadas por las letras A, C, G y T por la letra N, debido a la dificultad de
determinar la base original. El resultado se descargé en un nuevo archivo FASTA en
donde se afadieron las secuencias disponibles de las especies seleccionadas de
GenBank. El alineamiento de las secuencias se realizé6 mediante el software MAFFT

version 7 en el programa Geneious Prime.

El andlisis filogenético se hizo mediante dos métodos para comparar los
resultados. Para el analisis bayesiano se utiliz6 el software Mr. Mayes 3.2.7 utilizando
como soporte estadistico las probabilidades posteriores de los clados, donde se
considerd un nodo bien soportado aquel que tenia un valor igual o superior a 0.95
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Ademas, se empled el método de maxima
verosimilitud (maximum likelihood) con el software RaxML, donde el soporte de los
nodos individuales, se evalio con valores de bootstrap considerando una medida
fiable de la precision filogenética valores del 70% o superiores (Hillis & Bull, 1993).
Adicionalmente, se realiz6 una matriz de datos concatenados de ITS y trnL-F para
obtener una representacion filogenética de ambos genes combinados. Por ultimo, se
utilizé el software FigTree para visualizar las topologias resultantes y comparar tanto

los dos métodos como las filogenias del nucleo y del cloroplasto.
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RESULTADOS

Cuantificacion y amplificacion de ADN
La siguiente tabla ilustra las mediciones de cuantificacion realizadas posterior
a la extraccion de ADN de Thamnoseris lacerata, obteniendo un promedio final de

9.53 ng/ul, resultado que proporciona suficiente cantidad de ADN para continuar con

el proceso de amplificacion y eventual secuenciacion (Tabla I).

Tabla I: Cantidad de ADN de Thamnoseris lacerata obtenido a partir de Easy Qubit.

Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3 Promedio
ADN (ng/ul) 9,42 9,54 9,64 9,53

El resultado de la amplificacion de ADN de Thamnoseris lacerata de las
regiones ITS y trnL-F visualizado a través de un gel de agarosa al 1% muestra en

ambos casos una banda discreta que confirma el éxito de la amplificacion (Fig. 1).

ngl/0.5ug bp

1.5 % TAE agarose gel

Figura 1: Geles de agarosa al 1% observados a través de un transiluminador
posterior a la amplificacion de ADN de T. lacerata. En A) banda de ADN
correspondiente a amplificacion de la regiéon ITS, en B) banda de ADN obtenida a

partir amplificacion de region trnL-F, y en C) el estandar de tamafio AccuRuler
(Maestrogen, Taiwan, China).
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Verificacion de secuencias

Como se menciond con anterioridad, para encontrar regiones de similitud
entre las secuencias obtenidas y la base de datos, se realizé un analisis BLAST a
cada una de ellas. Para la region ITS, la secuencia forward (ITS5) coincide con 134
secuencias de la tribu Cichorieae, siendo 133 del género Sonchus de la subtribu
Hyoseridinae. A nivel de especie, el mayor numero de coincidencias es con S.
oleraceus (33), seguido por S.asper (17) y S. arvensis (7), con un porcentaje de
identidad mayor al 86,26%, 88,46% y 89,62%, respectivamente. Para la secuencia
reverse (ITS4) se obtuvo 106 coincidencias con la subtribu Hyoseridinae, siendo 91
con el género Sonchus. EI mayor nimero de coincidencias a nivel de especie, fue
con S. oleraceus (37), seguido por S. asper (15) y S. boulosii (14), con un porcentaje
de identidad mayor al 89,97%, 92,46% y 96,15% respectivamente. Adicionalmente,
los datos observados muestran una estrecha relacion con Dendroseris litoralis,
obteniendo un porcentaje de identidad de las secuencias ITS5 e ITS4 de 94,16% y

96,89% respectivamente con dicha especie.

Por otro lado, para la region trnL-F, la secuencias forward (trnL) coincide con
84 secuencias de la subtribu Hyoseridinae, siendo 62 del género Sonchus. A nivel de
especie, el mayor nimero de coincidencias es con S. oleraceus (7) con un porcentaje
de identidad mayor al 80,72%. Para la secuencia reverse (trnF) se obtuvo 134
coincidencias con la subtribu Hyoseridinae, siendo 126 con el género Sonchus. El
mayor numero de coincidencias a nivel de especie, al igual que la secuencia forward

fue con S. oleraceus (7) con un porcentaje de identidad mayor al 85,31%.
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Ensamble y alineacién de secuencias

Las secuencias fueron editadas mediante el software CodonCode, donde se
cortaron 20 pares de bases nucleotidicas al inicio y al final. Para las secuencias de
la regidn ITS, se lograron 131 y 696 bases nucleotidicas correspondientes a ITS4 e
ITS5 respectivamente. Se realizé el ensamble complementario de ambas secuencias
obteniendo la secuencia final y se reemplazaron aquellas bases nucleotidicas
irreconocibles (Fig. 2). Para las secuencias de la region trnL-F, trnF no entreg6 buena
resolucion de secuenciacién (solamente 15 bases), por lo tanto, no fue utilizada en
analisis posteriores. En cambio, trnL entregd mejor resolucién de secuenciaciéon con

un total de 838 bases nucleotidicas (Fig. 3).

1fr GTT149GTA - iGAAJRE- - “GAA TTGL " AAC CAGIYNG A c[d= gy

AACTTGGTGCTGTTG GATCAGCAA GTGTGTTTC
143 ATC GTTGTGGTA TGGATG ATA AAC TGT

GAAAACGAAATA GAA ATC TTCGTTTGC GTTTTG TGT

GATATC ATG AACGTA

356 4 TOGGTGTGAATTGCAGAAT GTGAAC GTTTTTGAA TTG

427 TGCCTG  GTC TGCCAA AAT
498 AATTGG GTTCTTGTGTTC ITGG GATGAG

M IATG " (A A C NI TGGTGGTTGAAT TGTGTTGTGTGTANIGAGCTE CTC
640 [EHIERITAG CTG AAAAATTT TR TN C 6 A BEGC 6 ATEEEXTTTY

Figura 2: Secuencia de 696 bases nucleotidicas obtenida a partir del ensamble de
forward y reverse para la region ITS de rADN de Thamnoseris lacerata, aquellas en

la posicion numero 22 y 60 fueron reemplazadas por “N”.

17



1 ACATCCHEET AG TGTCTCTTCHHATT  TGTTTACTAWNIAACTGG ~ CTCCTGAACCTGAT

72 | TTT GAAAAC GAA TTG CAA TTTTTGCAG CTCGAT

143 TGT AACGAGTGG GARES ATT GA ATCCTTCTATTTTTACTTCAG GAA

214 RGATAA ATA GAAGAATTGCTGII " IGTC GTATTGAATGAA AATAT

285 AATCTG TTTCTTTTG ATGIEFITTTTTC GAA AAE
356 ATTTTCCTCTTATTTATATTTCAALKTLS GTCGATTTT

427 5 C ATAATA TTT CAACTTCTT

498 CTACTCTTTATATTGGAG

569 REYES TGTGATATCCTT AATGAA TTCCTCTGGAAT TTGAATGAT

ATGCTCTTTLY.] CTTCTACTG G

711 ALEIAmN GAA TTTCAATGGAT CLYS CTTCTC AA GAAGATGACGATGAG

RET I TACTT - ATA SIFACAG Afc iEA 6 6 ACT/ ENIIMNEET C 6 TRiHC

Figura 3: Secuencia de 838 bases nucleotidicas de la regién trnL-F a partir de trnL
(UAA) de cpADN de Thamnoseris lacerata.

ATATTTTTATTCATACTGATCCTT

640

Cada una de las secuencias anteriormente mencionadas fue alineada con el
conjunto de secuencias de las especies seleccionadas para cada region de estudio.
Una vez realizada la alineacién, para la region ITS, se eliminaron los 39 sitios del
inicio y del final, obteniendo un total de 652 sitios alineados, de los cuales 186 (28,5%)
son idénticos (Fig. 4). Para la region trnL-F, se eliminaron 49 sitios del final,
obteniendo un total de 1.611 sitios alineados, de los cuales 1.163 (72,3%) son sitios

idénticos (Fig. 5).
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Consensus
Identity

Sonchus kirkii AF422137
Sonchus oleraceus MN549157
Sonchus oleraceus AY458002
Sonchus asper KP214510

Sonchus asper subsp glaucescens AY4580...

Sonchus asper MH808208
Sonchus hydrophilus AY458010
Sonchus oleraceus AY458001
Sonchus asper AY458003

Dendroseris litoralis AJ633305
Sonchus tenerrimus AY458000

Sonchus tenerrimus KU586748
Aetheorhiza bulbosa AJ633302
Actites megalocarpa AY458011
Actites megalo:arpa AYA58013
Sonchus arvensis HQ161952
Sonchus tuberifer AH014989
Sonchus pinnatifidus AH014994
Sonchus brachylobus AH015010
Sonchus wildpretii AHO15013
Sonchus wildpretii AHO15014
Sonchus pinnatus AH014995
Sonchus fruticosus AH014996
Sonchus fruticosus AH014397
Sonchus ortunoi AH015000
Sonchus hierrensis AH015007
Sonchus gonzalezpadronii AH015001
Sonchus microcarpus AH015015
Reichardia picroides KU586743
Reichardia tingitana KU586744
Launaea sarmentosa KF485537
Launaea sarmentosa MF063807
Prenanthes purpurea OP070064
Lactuca perennis OP070100
Reichardia ligulata MF114118

30 100
TC GEEECCT GCA_GAC—TGT-rAC_J\GA-GCC_'ITI'GM—I'GTI'

TGGERECCT 6C ARSGINEANG G A CCCGEEARENTG THANTACARGRICG T GEIGRIGIONTGGGC THREAT G TIREA GA TIEEEENC GCEANCCGGTGTGTT

GGTGTGTT
TCG_ CASISGISERAE G A CCCGINETNSEN TG THAS T ACHSGINIEG T GEIICIRISING T GG GC TR TG TINER GA TISESENC GCEANCCGGTGTGTT
INTERAECCT G C ARSI G A CCC RSN TG T A - FANGINIEG | GRS TGGGC TINEE TG TR GA TIESENC G COAMCCGGTGTGTT
TC_GC_GA_ G THASCACARGINNE G T GEINCIRECINGE T GG GC TR TG TINNR GA TIESEENC G CEANCCGGTGTGTT

TCGRBECCT GC ARBGIEE VYT GACCCGINCENSNA TG THAAT ACEENNICG T GEINGIRIEA GAC GGG C (INIAGENTC TGA THNEENECCOBANCCGGTGTGTT

TCGEEECCT G C ANSEISSRAT G A CCCGRICENE TG THAAT ACANGIRIEG T GEIIGIRIC A AR TG T T TCGATHNEENNCANENICCGGTGTCTT

A G GACCCGRTEENSE TG THAANNEANGIRIEG T GCCGIREEATATGGGC THRIR T GC TCTGC THNEENSCATEATCCGGTGTGTT

TCGEERECCT GCANSGINSSRNAG G A CCCGRTCTNSA TG THEAAT ACHSGINICEG T GEIICIRIEAG, CTTATEEEENNEISEAN T CGGTGTGTT
TEEEEENCAGEAGCCGGTGT!

1—I'
GATGGGC CIRENGIEN T C TG A TSI T A CEANEEumITGTT
nc CTGAm_I' T

GTT
TCGEEECCT GC A RSEISSNEN G A CSICerN 7G T - S T GG 7 G 17 G il GATEEECCTINAEGC CTGGATT TG MMM CGTTGTGCT

CEREEG TCENEAT CCCONMBCC (ERIGNCRmET CTA'
TCGEEECCT GCANNSINSSRAG G A CO IR TeTNa TG THESA T T (Rl TC GG TGINEEGTGRREATGGC IINIEENCCTGAT TACENNCACWINEEEGTGTGT T

Figura 4: Alineamiento de las 36 secuencias seleccionadas del estudio de la region

ITS, donde se observan los primeros 100 sitios de la alineacion. T. lacerata se

observa encerrada en rojo.

Biomatters).

720
Consensus
Identity
Al Thamnos| acerata
AFTTBOUB_Lactuca_perennis
REYMK187124_Launaea_cornuta

llustracion de Geneious prime (version 2023.0

7. 770 780

G A ABEEET A CHNINNG T G AT ARNERT T CHRIT T C AG A G A ARNSEINNAG A ANBEAT ARG A T GEEEIANCCT G A GCCAR
HN §T I I & 7§ T B =T

_TCCTAC_TCATCTTGT_TTC_TCCTGT_
G C ARTTCIENNS A G C -

il MK187125_Launaea_cornuta
A KY951652_Launaea_nudica...
Al KY951653_Launaea_nudica...
FI AF118910_Prenanthes_pur...
AID KF486048_Launaea_sarme...
A EU385112_Sonchus_olerac...

Al KF196068_Sonchus_olerace...

Al JQ041867_Sonchus_asper
Al AHO14913_Sonchus_webbii
A AHO14914_Sonchus_webbii
Al AHD14915_Sonchus_webbii
Al AH014916_Sventenia_bupl...
FIlD AH014917_Sventenia_bupl...
P AHO14923 Chrysoprenant.
A AHO14925_Chrysoprenant,
FID AHO14926_Chrysoprenant,
FlllDAHUMm'iﬁHabm(kla pla

FIl AHO14928_Sonchus tuberif...

AU AH014978_Taeckhoimia_pi..
FIID AHD 14964 Sun(husg{mzal
Rl AHO14952”Sonchus_pinnat.

FII AHO14934_Sonchus._ daltonii

FIlD AH014935_Sonchus_hierre...

A AH014973_Sonchus_wildpr...
FID AHO14945_Sonchus_palme...
Al AHO14951_Sonchus_conge...
Al 4H014931_Sonchus_pinnat...
Al AHO14970_Sonchus_brach...
Al AHO14967_Sonchus_ortunoi
A AHO14932_Sonchus_pinnat...
i AH014936_Sonchus_hierre...
FID AH014966_Sonchus_ortunoi
Al AHO14954_Sonchus_pinnat...

A0 AH014922_Babcockia_platy...
AIe AHO14965_Sonchus_gonzal...

[V VNC T TI Y wNal CATAACT T
AR A G T GATHEEET T T
G A CE NN T C AT CAGAG
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Figura 5: Alineamiento de las 42 secuencias seleccionadas del estudio de la region

trnL-F, donde se observan 72 sitios de la alineacion. T.

lacerata se observa con

encerrada en verde. llustracion de Geneious prime (version 2023.0 Biomatters).
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Andlisis filogenético de ITS

La topologia general que representa los linajes de Hyoseridinae a partir de
secuencias de la region ITS analizadas con maxima verosimilitud se asemeja a la
obtenida por inferencia bayesiana (Figs. 6-7). En el analisis, el grupo interno tiene
soporte de 100% y dentro de éste, los clados de los géneros Reichardia y Launaea
estan fuertemente apoyados por soporte estadistico (100% bootstrap y 1 probabilidad

posterior).

En ambas topologias se pueden observar un gran clado de alto soporte (97%
bootstrap y 1 probabilidad posterior) que alberga dos clados (1 y Il en las Fig. 6-7) que
incluyen las especies del género Sonchus con alto soporte estadistico (100% y 98%
bootstrap y 1 probabilidad posterior para ambos). Las especies de Sonchus exéticas
en Chile: S. tenerrimus, S. oleraceus y S. asper se encuentran fuertemente anidadas
en el clado Sonchus Il. Sin embargo, S. arvensis, se encuentra en un clado mejor

soportado con Actites megalocarpa (99% bootstrap y 1 probabilidad posterior).

Finalmente, los arboles filogenéticos indican que Thamnoseris lacerata se
encuentra en un clado altamente soportado junto a Dendroseris litoralis (94%
bootstrap y 1 probabilidad posterior). A pesar de ello, este clado no se resuelve en
cuanto a su relacion con las especies A. megalocarpa y S. arvensis (53% bootstrap
y 0.78 probabilidad posterior). No obstante, la evidencia de ITS muestra que T.
lacerata se encuentra dentro de un clado que compone a varias especies de Sonchus

con fuerte soporte estadistico (97% bootstrap y 1 probabilidad posterior).
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Figura 6: Arbol filogenético de méxima verosimilitud basado en secuencia de rADN

de laregion ITS para las especies de la subtribu Hyoseridinae. Los apoyos de valores

bootstrap (%) se encuentran sobre las ramas. Los numeros romanos | y Il

corresponden a dos clados del género Sonchus diferenciados. La especie de estudio

(Thamnoseris lacerata) se representa en color rosado y la rama celeste corresponde

a un clado altamente soportado (94% bootstrap) que incluye a Dendroseris litoralis.

Las secuencias adicionales incorporadas de la misma especie son sefialadas como

“2"y 3",
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Figura 7: Arbol filogenético de inferencia bayesiana basado en secuencias de rADN
de la region ITS para las especies de la subtribu Hyoseridinae. Los valores de
probabilidad posterior se encuentran sobre las ramas en cada nodo. Los nameros
romanos | y Il corresponden a dos clados del género Sonchus diferenciados. La
especie de estudio (Thamnoseris lacerata) se representa en color rosado y la rama
celeste corresponde a un clado altamente soportado (1 probabilidad posterior) que
incluye a Dendroseris litoralis. Las secuencias adicionales incorporadas de la misma

especie son sefialadas como “-2” y “-3”.
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Analisis filogenético de trnL-F

La topologia general que representa los linajes de Hyoseridinae de
secuencias de la regién trnL-F de méxima verosimilitud también se asemeja a la
obtenida por inferencia bayesiana al igual que los resultados recabados en la regién
ITS (Figs. 8-9). En ambas topologias, el género Launaea esta representado en un
mismo clado con alto soporte estadistico (99% y 98% bootstrap y 1 probabilidad
posterior para ambos), no obstante, la relacién entre estos clados y el resto del grupo

interno no esta clara por falta de soporte.

El grupo interno restante forma un clado altamente soportado que incluye a
los géneros Sventenia, Chrysoprenanthes, Babcockia, Taeckholmia, asi como a las
especies de Sonchus y Thamnoseris lacerata (86% bootstrap y 0.97 probabilidad
posterior). Si bien, en el analisis de maxima verosimilitud, T. lacerata aparece en una
Unica rama que no tiene relacién con las demas especies del grupo interno por falta
de soporte, sin embargo, esta incluida en un clado amplio bien soportado (86%
bootstrap), lo que también se refleja a partir de inferencia bayesiana, donde se puede
ver que T. lacerata se encuentra con Sonchus en un clado bien soportado (0.97

probabilidad posterior).

Con respecto a las especies exoticas de Sonchus, S. asper y S. oleraceus, en
ambos arboles filogenéticos aparecen en un clado con alto soporte (99% bootstrap y
1 probabilidad posterior), gue si bien parece no estar resuelto en cuanto a su relaciéon
con Chrysoprenanthes pendula (56% bootstrap y 0.69 probabilidad posterior), este
clado esta dentro de un Sonchus mas amplio con fuerte soporte estadistico (86%

bootstrap y 0.97 probabilidad posterior).
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Figura 8: Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en secuencia de cpADN
de la regioén trnL-F para las especies de la subtribu Hyoseridinae. Los apoyos de
valores bootstrap (%) se encuentran sobre las ramas. La especie de estudio
(Thamnoseris lacerata) se representa en color morado y las ramas en azul
corresponden a un clado bien soportado (86% bootstrap) de Sonchus. Las
secuencias adicionales incorporadas de la misma especie son sefaladas como “-2”
y “-3".
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Figura 9: Arbol filogenético de inferencia bayesiana basado en secuencias de cpADN
de la region trnL-F. Los valores de probabilidad posterior se encuentran sobre las
ramas en cada nodo. La especie de estudio (Thamnoseris lacerata) se representa en
color morado y las ramas en azul corresponden a un clado bien soportado (0.97
probabilidad posterior) de Sonchus. Las secuencias adicionales incorporadas de la

misma especie son sefaladas como “-2” y “-3”.
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Anadlisis concatenado de ITSy trnL-F

En andlisis de la matriz concatenada de ITS y trnL-F (Figs. 10-11), identifico
un clado altamente soportado de Sonchus (83% bootstrap y 0.99 de probabilidad
posterior). Sin embargo, al igual que el andlisis independiente de cada marcador, las
relaciones dentro de Sonchus son muy débiles y en general, sélo se distingue algunos

clados bien soportados.

El clado T. lacerata — D. litoralis se encuentra bien apoyado tanto por maxima
verosimilitud como por inferencia bayesiana (94% bootstrap y 1 probabilidad
posterior), al igual que el andlisis de datos independientes de ITS (94% bootstrap).
Una diferencia llamativa, es el soporte entregado a la relaciéon de este clado con S.
arvensis — A. megalocarpa, pues la evidencia de datos combinados mejora la
resolucion y el apoyo de la relacion de ambos clados (77% bootstrap y 0.99

probabilidad posterior).

Finalmente, a diferencia de S. arvensis, las deméas especies de Sonchus
exoticas en Chile (S. asper, S. oleraceus y S. tenerrimus) se encuentra en un clado
junto a S. kirkii y S. hydrophilus con alto soporte estadistico (85% bootstrap y 1

probabilidad posterior).
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Figura 10: Arbol filogenético de maxima verosimilitud de Hyoseridinae basado en
conjunto de datos combinados de las regiones ITS y trnL-F. Los apoyos de valores
bootstrap (%) se encuentran sobre las ramas. Las ramas del clado de interés se
representan en color naranja y la especie de estudio (Thamnoseris lacerata) en
rosado para facilitar su identificacion. Las secuencias adicionales incorporadas de la

misma especie son sefaladas como “-2” y “-3”.
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Figura 11: Arbol filogenético de inferencia bayesiana de Hyoseridinae basado

en

conjunto de datos combinados de las regiones ITS y trnL-F. Los valores de

probabilidad posterior se encuentran sobre las ramas en cada nodo. Las ramas del

clado de interés se representan en color naranjay la especie de estudio (Thamnoseris

lacerata) en rosado para facilitar su identificacién. Las secuencias adicionales

incorporadas de la misma especie son sefialadas como “-2” y “-3”.
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DISCUSION

Posicién filogenética de Thamnoseris lacerata

Los resultados de ITS y trnL-F respaldan la sugerencia de Kim y Mejias
(2012), descifrando con evidencia molecular una observacion que numerosos autores
se han planteado hace décadas. EI ADN de Thamnoseris lacerata confirma que se
encuentra dentro de Hyoseridinae, en el clado Sonchus sensu lato (s.l.) altamente
soportado, por lo tanto, probablemente evolucion6 dentro de Sonchus. No obstante,
la relacién de T. lacerata dentro de este clado se encuentra poco resuelta, y no existe
claridad del parentesco con las alianzas de Sonchus. Un segundo hallazgo
importante observado a partir de la region de ITS, es la relacién de T. lacerata y D.
litoralis, ya que la evidencia muestra que son especies hermanas con alto soporte a
partir de ambos analisis estadisticos. Investigaciones previas han identificado al
género Dendroseris como grupo mondfilético (Crawford y col., 1992; Sang y col.,
1994), lo que sugiere que T. lacerata podria ser un grupo hermano de Dendroseris.
Sin embargo, este resultado debe ser interpretado con cautela ya que sélo se
evidencié a partir de una especie del género Dendroseris. Ademas, el estudio de la
region trnL-F no contiene ninguna especie de Dendroseris que pueda respaldar este

resultado.

La posibilidad de representar los arboles filogenéticos de este estudio a partir
de filogramas, permitié evidenciar una rama pronunciada en longitud de T. lacerata
en comparacion a las demas especies a partir de la region trnL-F (Ver Anexo: Fig.
A2). Esta rama larga se puede atribuir a diferencias en las secuencias nucleotidicas
de T. lacerata y su ancestro mas reciente junto a las especies cercanas, donde las

diferencias en las secuencias se manifiestan como un aumento en la longitud de la
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rama de la especie. Por el contrario, el andlisis de ITS no evidencié un largo
importante en la rama de T. lacerata (Ver Anexo: Fig. A3). Una explicacién tentativa,
tiene que ver con la existencia de D. litoralis en el analisis filogenético. Dado que
existe menor cantidad de cambios en las secuencias nucleotidicas entre ambas
especies y su ancestro en comun, esto se evidencia como una rama de longitud mas
acotada. Por lo tanto, habra que incorporar tanto a D. litoralis como a otras especies
de este género en el estudio de marcadores del cloroplasto y del ndacleo para asi

ahondar y comprender mejor esta evidencia.

Relacién entre Thamnoseris lacerata y especies exéticas de Sonchus en Chile

Como se mencioné con anterioridad, los resultados obtenidos no pueden
explicar adecuadamente la relacion entre T. lacerata y las especies de Sonchus, y
por lo tanto, la relacibn de esta especie insular con las especies continentales
exéticas de Chile no logra resolverse. La falta de apoyo filogenético para determinar
el origen del clado T. lacerata — D. litoralis es un hallazgo coincidente con estudios
anteriores que incluian solamente al clado Dendroseris, ya que el uso de regiones
nucleares y plastidiales codificantes y no codificantes, ha sido insuficiente para
proporcionar relaciones filogenéticas consistentes entre Dendroseris y grupos de
Sonchus estrechamente relacionados (Sang y col.,, 1994; Kim y col., 1996a,
1996b,1999, 2007; Lee y col.,, 2005). Aun cuando la tendencia de los estudios
anteriores muestran que Dendroseris comparte un ancestro en comin mas reciente
con las especies de Sonchus subg. Sonchus, como S. arvensis, y Sonchus asper var.
megalocarpa (=Actites megalocarpa), esta relacion no ha presentado buen soporte
estadistico, resultado que es coincidente con lo observado en este estudio (Kim y

col., 2007; Kim y col., 1996a, 1996b). Un acontecimiento interesante, es el resultado
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del andlisis concatenado de ITS y trnL-F puesto que tanto andlisis de maxima
verosimilitud como de inferencia bayesiana apoyan la relacion de los clados T.
lacerata — D. litoralis y S. arvensis — A. megalocarpa, lo que podria significar una
primera aproximacion para comprender el origen de T. lacerata. Sin embargo, debido
a que no se obtuvieron secuencias de A. megalocarpa y S. arvensis para la region
del cloroplasto, este resultado debe ser tomado con prudencia, ya que la obtencion
de secuencias de las especies de dicha region pueden mostrar hallazgos particulares

en los datos independientes o bien, fortalecer la resolucién en los datos combinados.

Las especies S. aspery S. oleraceus incluidas tanto en el analisis de ITS como
en el de trnL-F muestran que se encuentran bien soportadas dentro de Sonchus
sensu lato, al igual que S. tenerrimus y S. arvensis, aunque estas Ultimas solamente
fueron observadas a partir del estudio de ITS. Sin embargo, la evidencia aportada por
los datos combinados (Fig. 10) muestra que a excepcién de S. arvensis, las demas
especies (S. asper, S. oleraceaus y S. tenerrimus) se encuentran dentro de un mismo
clado bien soportado con otras dos especies de Sonchus (S. kirkii y S. hydrophilus).
Aun cuando el analisis de BLAST mostré alta similitud entre las secuencias de
Thamnoseris lacerata obtenidas con ITS4, ITS5 y trnL con las especies exéticas de
Sonchus en Chile, no existe apoyo filogenético para aportar en la relacion de T.
lacerata con las especies de Sonchus, a excepcion de afirmar que se encuentra

dentro de Sonchus s.l. y que existiria una relacion mas cercana con S. arvensis.

Una metodologia filogenética que incorpore una mayor cantidad de datos
moleculares podria proporcionar una resolucion mas precisa sobre la identidad de los
linajes cercanos a T. lacerata. El muestreo o seleccion de una mayor cantidad de

especies también podria ayudar a resolver la incertidumbre sobre la relacion de T.
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lacerata y las especies de Sonchus, ya que, la incorporacion de posibles especies
hermanas de un linaje en particular podria entregar pruebas sélidas sobre sus
parientes cercanos (Baldwin y col., 1998). Igualmente, una aproximacion
metodoldgica diferente, como por ejemplo la utilizacion de datos genémicos podria
aumentar la resolucién filogenética. Un estudio de secuencias completas del
plastoma revelaron una mejor resolucion entre Dendroseris y tres linajes principales
dentro de Sonchus, donde se observo una relacion de parentesco entre Dendroseris,
S. asper y S. oleraceus altamente soportada (Cho y col., 2020). Por lo tanto, pruebas
filogenéticas con mas datos moleculares podrian resolver la relacion de T. lacerata 'y

las especies exéticas de Sonchus en Chile.

Procesos de hibridacion ancestral entre ITS y trnL-F

A pesar de que eventos de introgresién y polimorfismo ancestral han sido
estudiados como posibles patrones evolutivos en Hyoseridinae (e.g., Leey col., 2005;
Cho y col., 2022), este estudio no logro revelar fendmenos de hibridacién ancestral,
debido a la escasa resolucion de la filogenia de cpADN de los clados que podrian
haber marcado diferencias con la region ITS lo que limité la evaluacion de posibles

fendmenos de hibridacion o introgresiéon en esta filogenia.

Es importante sefialar que esta limitacién esta4 asociada a la informacién
disponible en la base de datos GenBank, dado que, aunque se busco las mismas
especies para ambos andlisis, solo se descargaron aquellas secuencias de las
especies que se encontraban disponibles. Por lo tanto, serd necesario en un
escenario futuro, aumentar el nimero de secuencias de trnL-F y secuenciar las

mismas especies que componen el analisis de ITS, asi como aumentar el nimero de
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genes y eventualmente realizar analisis comparativos que permitan observar posibles

incongruencias que podrian revelar patrones de hibridacion ancestral.
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CONCLUSION

Este estudio aporta aspectos importantes sobre la posicion filogenética de
Thamnoseris lacerata contribuyendo al conocimiento de su historia evolutiva. La
obtencion de las primeras secuencias de regiones especificas de rADN y cpADN
desarrolladas en este trabajo, respaldan las sugerencias de Mejias y Kim (2012), ya
que tanto el analisis de datos independientes como de datos concatenados confirman
la posicion filogenética de T. lacerata dentro de Sonchus s.l. en Hyoseridinae.
Adicionalmente, a partir de una regién nuclear se ha logrado una resolucién parcial
de la relacion Thamnoseris — Dendroseris, ya que en este estudio se indica que T.
lacerata es un grupo hermano de D. litoralis. No obstante, se requiere contar con un
mayor nimero de especies de Dendroseris para obtener resultados mas robustos y

asi confirmar este parentesco.

A futuro serd necesario adquirir datos de secuencias adicionales de mas
especies de Hyoseridinae para evaluar la relacion de T. lacerata y las alianzas de
Sonchus. Adicionalmente se podrian incluir nuevos estudios de regiones génicas que
permitan aumentar la robustez del andlisis filogenético. Tras la adquisicion de nuevas
regiones génicas y secuencias de especies adicionales, los estudios futuros podrian
resolver interrogantes tales como la corroboracién del clado Thamnoseris —
Dendroseris, el origen y relaciones filogenéticas de dicho clado, la relacién de T.
lacerata con las especies de Sonchus exéticas que habitan actualmente en Chile y la
posibilidad de evidenciar fendbmenos ancestrales en la historia evolutiva de este
taxon. Incluso, seria interesante reexaminar la posicion filogenética con diferentes

técnicas o marcadores moleculares, lo cual daria cuenta de una resolucién robusta
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gue pueda respaldar la posicién filogenética de T. lacerata determinada en este

estudio.
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ANEXO
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Figura Al: Arbol de consenso estricto de Sonchus sensu lato basado en el conjunto
de datos combinado de ITS y cpADN de Mejias y Kim (2012).
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Tabla Al: Numeros de accesion de GenBank de las especies seleccionadas para el

estudio de la region ITS y trnL-F. “/” separa las secuencias en el caso de que se

incorpore mas de una en el analisis.

Especie Numero de accesién GenBank
ITS1-ITS2 trnL-F

Lactuca perennis OP070100 AF118908
Prenanthes purpurea OPO070064 AF118910
Reichardia picroides KU586743 -
Reichardia ligulata MF114118 -
Reichardia tingitana KU586744 -

Launaea sarmentosa MF063807 / KF485537 KF486048

Launaea nudicaulis

KY951653 / KY951652

Launaea cornuta

MK187125 / MK187124

Chrysoprenanthes - AH014926 / AH014925 /

pendula AH014923

Sonchus tuberifer AH014989 AH014928 / AH014927

Sventenia bupleuroides AH014916 / AH014917

Babcockia platylepis AHO014919 / AH014921 /
AH014922

Sonchus pinnatifidus AH014994 AH014931

Sonchus brachylobus AH015010 AH014970 / AH014932

Sonchus wildpretii AH015014 / AH015013 AH014973

Taeckholmia pinnata AH014978

Sonchus AH015001 AH014964 / AH014965

gonzalezpadroni

Sonchus ortunoi AH015000 AH014966 / AH014967

Sonchus pinnatus AH014995 AH014952 / AH014954

Sonchus fruticosus AH014997 / AH014996 AH014955 / AH014956

Sonchus microcarpus AH015015 -

Sonchus congestus - AH014951

Sonchus palmensis - AH014945

Sonchus daltonii - AH014934

Sonchus hierrensis AH015007 AH014935 / AH014936

Sonchus palustris - AH014912

Dendroseris litoralis AJ633305 -

Aetheorhiza bulbosa AJ633302 -

Sonchus tenerrimus AY458000 / KU586748 -

Sonchus hydrophilus AY458010 -

Sonchus kirkii AF422137 -

Sonchus oleraceus MN549157 / AY458002/ EU385112 / KF196068

AY458001

Sonchus asper

AY458003 / KP214510/
MH808208

JQ041867
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Sonchus asper subsp.
glaucescens

AY458005

Sonchus webbii

AHO014915 / AH014913/
AH014914

Actites megalocarpa

AY458013 / AY458011

Sonchus arvensis

HQ161952

— | actuca perennis

I~ Prenanthes purpurea
Launaea comuta

__[ li_aunaea comuta -2

Launaea sarmentosa
! | aunaea nudicaulis
0.68 o
Launaea nudicaulis -2

Sonchus webbif

1 Y"5onchus webbii -2
Sonchus webbii -3

ggfn tenia bupleuroides

Sventenia bupleuroides -2
0.Babcockia platylepis
Bbcockia platylepis -2
Babcockia plaiylepis -3
Chrysoprenanthes pendula

{.’.‘hrysoprenan thes pendula -2
0&hrysoprenanthes pendula -3
Sonchus oleraceus
Bonchus oleraceus -2
Sonchus asper
- Sonchus tuberifer
Sonchus wildpreti
Sonchus pinnatifidus
Sonchus brachylobus
1 %hchus pinnatifidus -2
Sonchus tuberifer -2
Taeckholmia pinnata
Sonchus gonzalezpadronii
Sonchus pinnatus
Sonchus fruticosus
Sonchus fruticosus -2
Sonchus daltonii
Behchus hiemrensis
Sonchus paimensis
Sonchus congestus
Sonchus ortunoi

Sonchus hierrensis -2
Sonchus ortunoi -2
Sonchus pinnatus -2

Sonchus gonzalezpadronii -2

0.02

Thamnoseris lacerata

Figura A2: Arbol filogenético de inferencia bayesiana representado a partir de un

filograma basado en secuencias de cpADN de la regién trnL-F. La especie de estudio

(T. lacerata) se representa en color rosado para facilitar su identificacion.
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Figura A3: Arbol filogenético de inferencia bayesiana representado a partir de un

filograma basado en secuencias de rADN de la region ITS. La especie de estudio (T.

lacerata) se representa en color rosado para facilitar su identificacion.

44



