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RESUMEN

Especies que poseen un amplio rango de distribucion permiten realizar estudios
comparativos entre Areas conirastantes y evaluar los principales factores que inciden
sobre las poblaciones a nivel local. En este estudio, mediante la utilizacién de
microsatélites, presenfamos una caracterizacién genética de tres poblaciones
contrastantes de un paseriforme especialista de bosques, el Rayadito (dphrastura
spinicauda). Las poblaciones estudiadas corresponden al (i) Parque Nacional Fray J orge
(30° S), bosque relicto y fragmentado que representa el limite norte de distribucion de Ia
especie, (ii) cerro Manquehue (33° S), bosque escleréfilo colindante a la ciudad de
Santiago, e (iii) isla Navarino (55° S), que presenta un bosque continuo y pristino, en el
limite sur de distribucion de Ia especie. Estas tres poblaciones presentan contrastes a
nivel ecologico, geografico, geoldgico, y de intervencién humana, Desarrollamos 9
microsatélites especie-especificos. Se observaron diferencias importantes en cuanto a la
diversidad genética de las tres poblaciones, asi como niveles altamente significativos de
estructuracion entre ellas, y en particular, para la poblacion del bosque relicto de Fray
Jorge. En cuanto a Ia inferencia de eventos demograficos, no se detectaron sefiales sobre
la presencia de un cuello de botella en las poblaciones de Fray Jorge y Manquehue. Sin
embargo, se observa un proceso de expansion (reciente o actual) en la poblacién de isla
Navarino. Los resultados muestran como el aislamiento, la fragmentacion y la

intervencion humana, entre otros factores, afectan la diversidad genética de la especie.
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ABSTRACT

Species with a broad distribution range give us the opportunity to perform studies
comparing different areas and to assess the factors influencing different populations at a
local scale. In this study, using microsatellites as a molecular marker, we present a
genetic characterization of three contrasting populations of a forest specialist
passeriform, the Thorn-tailed Rayadito (dphrastura spinicauda). The populations
selected for this study are (i) Fray Jorge National Park (30°S), a relict fragmented forest
that represents the northern limit of distribution of the specie, (ii) cerro Manquehue
(33°S), a sclerophyllous forest adjacent to the city of Santiago and (iit) Navarino Island
(55°S), a continuous pristine forest, representing the southern distribution limit of the
specie. These three populations show different contrasts at an ecological, geographical,
geological and human intervention levels. Nine species-specific microsatellites were
developed and tested. Significant differences were observed when analyzing genetic
diversity in the populations as well as highly significant levels of genetic structure
between them, especially for Fray Jorge National Park population. Regarding the
demographic events, no signals were detected, thus it was not possibie to conclude that a
bottleneck event was happening or happened in Fray Jorge National Park and
Manquehue populations. However, a process of expansion (recent or present) was
observed in Navarino Island. These results show how isolation, fragmentation and

human intervention, among other factors, affect genetic diversity in this species.
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1. INTRODUCCION

Especies que poseen un amplio rango de distribucién permiten realizar estudios
comparativos entre dreas contrastantes y evaluar los principales factores que inciden
sobre las poblaciones a mivel local. En este estudio, mediante Ia optimizacion y
caracterizacién de 9 microsatélites especie-especifico, presenfamos una caracterizacion
genética de tres poblaciones contrastantes de wn paseriforme especialista de bosques, el
Rayadito (4phrastura spinicauda), ave endémica de los bosques patagénicos de Chile y
Argentina.

El Rayadito (Fignra 1), furnaride insectivoro presente en Chile y Argentina,
posee un amplio rango de distribucion que en nucstro pafs va desde la 1V hasta la X1l
regién. Arboreo, se encuentra presente en variedad de bosques, desde Araucaria y
Nothofagus hasta matorral xérico y relictos boscosos en Ias zonas agricolas (Jaramillo,
2003). Principalmente insectivoro, ocasionalmente pueden ingerir frutas y semillas
(Remsen, 2003). Recolectan su alimento entre el follaje, ramas y musgos, tanto del
sotobosque como del dosel vegetal (Vuilleumier, 1967) y construyen sus nidos en
cavidades, lo que permite atracrlos mediante el uso de cajas nido, facilitando su estudio
y captura (Moreno y col., 2005). Son residentes permanentes (i.e., no presentan
migracién) y se ven imposibilitados de dispersar en ambientes abiertos (Cornelius y col,
2000). No presenta dimorfismo sexual, y el cuidado parental, desde la construccién del
nido hasta la alimentacion de los pichones es realizado por ambos padres (Moreno y
col., 2007). Caracteristicas de este tipo se han visto en concordancia con una monogamia

social en muchas especies (Skutch, 1996). En cuanto a su estado de conservacion, este es




considerado de preocupacion menor al no acercarse a los umbrales de vulnerabilidad

tanto para su rango de distribucion, tendencia de la poblacion y tamafio poblacional

(Birdlife international, 2012).

Su facilidad de captura, asi como su amplio rango de distribucién, han hecho del
Rayadito una especie modelo para distintos tipos de estudio. Es asi como en los tltimos
afios han sido realizados distintos trabajos sobre, entre otras cosas, su biologia
reproductiva y conducta (Ippi y col., 2011, van Dongen y col, 2009; Moreno y col, 2007;
Moreno y col., 2005). Las caracteristicas de la especie descritas anteriormente nos dan
la oportunidad, por ejemplo, de observar que tan estable son los perfiles de
comportamiento de la especie o como varia su biologia reproductiva bajo distintos
escenarios ecologicos. Sin embargo, todavia queda mucho por conocer sobre el Rayadito
y nuevos estudios se encuentran en desarrollo buscando profundizar mas sobre su
conducta y reproduccion. Interrogantes como cual es su capacidad de dispersion, si

existe una dispersion sesgada por sexo y estudios de paternidad le han abierto el paso a
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los microsatéliteé como una herramienta nueva para abordar estas preguntas. Mas ann, el
trabajo con microsatélites nos permite incluir nuevas variantes como por ejemplo,
conocer los distintos eventos demograficos que han afectado a la especie, si existe o no
estructuracién en las poblaciones, entre otras. En base a esta necesidad, surge la
oportunidad de desarrollar y optimizar marcadores microsatélites especie-especificos
para Aphrastura spinicauda.

Los microsatélites 0 SSRs (simple sequence repeats) son motivos repetidos en
tindem de 1 a 6 bases encontrados en todos los genomas procariotas y eucariotas
estudiados a Ia fecha. Se encuentran presentes tanto en regiones codificantes como no
codificantes y normalmente se caracterizan por poseer un alto grado de polimorfismo
(Zane y col, 2002). Las secuencias que rodean estos locus de microsatélites son
denominadas “flanking regions”. Estas se encueniran generalmente conservadas entre
individuos de una misma especie (e incluso en algunos casos en especies distintas) lo
que permite amplificar estas regiones y definir loci. En cuanto a los tipos de
microsatélites, repeticiones de dinucledtidos, trinucledtidos y tetranuclestidos son las
opciones més comunes para estudios genéticos, siendo los primeros los mas encontrados
en los distintos estudios para distintas especies (Li y col, 2002). Estos marcadores tienen
la particularidad de ser generalmente neutros y de presentar una segregacion
mendeliana. Con respecto a su aplicacién, estos marcadores moleculares se utilizan en
diferentes dreas tales como en estudios forenses, conservacion y mainejo de recursos
biologicos (Jarne & Lagoda 1996).

Histéricamente la obtencién y optimizacién de microsatélites han sido la

principal dificultad para trabajar con estos marcadores, y normalmente era necesario un




Jaboratoric molecular bien equipado y un gasto considerable de tiempo y dinero. Sin
embargo, al fin de los afios 90 y durante la primera década del siglo presente, los
avances de la tecnologfa, la disminucion de los costos operacionales y Ja masificacién de
los laboratorios de biologia molecular, permitieron un incremento substancial del
mimero de estudios usando estos marcadores (Zane y col, 2002; Glenn & Schable, 2005;
Nolte y col, 2005). A partir de estos, se generaron amplias bases de datos donde estan
disponibles las secuencias de partidores de loci microsatélites para un miunero creciente
de especies. Sin embargo, en ecologia, es muy frecuente trabajar con especies que no
han sido estudiadas, por lo menos en relacion a su diversidad genética. En estos casos es
necesario aislar nuevos partidores, tarea que es realizada por diversas empresas que
poseen laboratorios especializados para este servicio completo, otorgando como
resultado el conjunto de partidores e incluse una evaluacion de estos con individuos de
prueba. Esto facilita la tarea y oforga una mayor facilidad al momento de buscar la
optimizacién de los microsatélites con el fin de obtener el mayor polimorfismo posible.
En el caso de nuestro estudio, los partidores que fueron probados y optimizados han sido
desarrollados de esta manera. Ultimamente, con la implementacién de las técnicas de
secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing), la identificacion y caracterizacion
de microsatélites en especies no modelo se ha vuelto mas factible (Schoebel y col,
2013). De esta manera, la pirosecuenciacion 454 de Roche® se ha convertido en la mas
usada para el desarrollo de microsatélites (Gardner y col, 2011; Guichoux y col, 2011,
Zalapa y col, 2012).

En paralelo, las mejoras en la tecnologia han alcanzado también el Ambito

computacional, permitiendo el uso de métodos estadisticos intensivos tales como el




método de méxima verosimilitud, la teorfa Bayesiana y simulaciones de cadena del tipo
Monte Carlo Markov (Selkoe & Toomen, 2006). Esto se ha visto reflejado en el
dramético crecimiento de las dreas de genética de poblaciones y filogeografia duranie las
Giltimas dos décadas (Hickerson y col, 2010).

Con el fin de validar y llevar a prueba nuestros partidores microsatélites
desarrollados, 3 sitios contrastantes con distintas caracteristicas fueron seleccionados
para este estudio. En el Parque Nacional Fray Jorge (en adelante PNFEJ) se encuentra el
limite de distribucion norte de esta especie. Esta poblacién se encuentra en el bosque
relicto valdiviano, el mas boreal de Chile y considerablemente aislados de las ofras
poblaciones de esta especie. El microclima presente, producto de la condensacién de
neblina en las cimas de las Alturas del Talinay, ha logrado mantener este sistema
vegetacional higrofilo, a diferencia de lo sucedido en la matriz de matorrales aridos que
la rodea (Villagran y col, 2004). La poblacion del cerro Manquehue por ofro lado, es un
claro ejemplo de una poblacién situada en una zona urbana, donde la destruccién y
fragmentacién del bosque es habitual. Es importante tener en consideracion que gran
parte de la zona donde se encuentra situada hoy la ciudad de Santiago correspondia al
habitat del Rayadito y que producto de la urbanizacién este se ha ido confinando a areas
mas pequefias. El desarrollo de la agricultura y la expansion de la ciudad ha ocurrido de
manera abrupta, tanto asf que Ia superficie de la ciudad de Santiago se ha cuadriplicado
en los tltimos 50 afios (Ferrando, 2008). Finalmente, la poblacion de isla Navarino, se
encuentra en una zona mas pristina y con abundancia de hébitat reproductivos (bosque
continuo) y alimentos (insectos). Sin embargo esta no es la tinica caracteristica

importante que presenta esta area. Cabe considerar que durante Ia ltima glaciacién esta




zona se encontraba cubierta con hielo, por Io que la poblacion que habitaba el 4rea debi6
sobrevivir en posibles paleorefugios en la zona como los postulados por Premoli y
colaboradores (2010) o bien, en ambientes mas calidos en el norte. De esta manera,
nuestro estudio incluye tres poblaciones con caracteristicas particulares que nos
permiten comparar el efecto de distintos factores en la diversidad genética de
Aphrastura spinicauda. Dentro de estas caracteristicas enconiramos los contrastes que

estas presentan a nivel ecologico, geografico, geoldgico y de intervencién humana.




2. HIPOTESIS

i) Las caracteristicas de los sitios de estudio de Aphrastura spinicauda se
ven reflejados en la diversidad genética de estos, siendo Navarino Ja
poblacion que presenta una mayor diversidad debido a la abundancia de
sitios de nidificacion.

I} EI aislamiento geografico de la poblacion del PNFJ produce un mayor

distanciamiento genético entre ésta y las otras dos poblaciones.



3. OBJETIVOS

Objetivos Generales

i) Validar y optimizar 9 microsatélites especie-especificos para Aphrastura
spinicauda
i) Realizar una caracterizacion genética de tres poblaciones contrastantes de

Aphrastura spinicauda

Objetivos especificos

) Extraer el ADN total de muestras provenientes de los especimenes de
Aphrastura spinicauda proveniente del PNFJ, cerro Manquehue e Isla
Navarino

if) Optimizar el proceso de amplificacion y seleccionar partidores que
presenten una mayor reproducibilidad y polimorfismo.

iii) Genotipificar los individuos de las poblaciones

iv) Estimar indices moleculares de diversidad para las tres poblaciones

v) Determinar la estructuracién y evaluar la diferenciacion genética tanto a
nivel global como entre poblaciones

vi) Estimar los tamafios efectivos para cada poblacion y evaluar la existencia

de seiial de cambios demograficos en cada una de ella.




4, MATERIALES Y METODOS

4.1 Sitios de estudio

En este estudio se analizaron tres poblaciones del Rayadito (Passeriforme:
Yurnariidae: dphrastura spinicauda) ubicadas en el PNFJ (IV regién de Coquimbo,
30°40' 5, 71°30' O), cerro Manquehue (Santiago de Chile, 33°26' S, 70°39' 0), e isla
Navarino (Patagonia, Chile; 54°56' S, 67°38' O). Los muestreos se realizaron entre los
meses de Octubre y Enero (meses en que ocurre la temporada reproductiva
normalmente) de los afios 2010 y 2011. Las 4reas de estudio presentan distintos tipos de
clima, desde un clima mediterrdneo arido del PNFJ (precipitaciones anuales: 113mm,
temperaturas medias anuales: 13,7 °C), pasando por el clima mediterraneo semidrido de
Santiago (precipitaciones anuales promedios: 337.8mm y femperatura media anual:
14.6°C) hasta ¢l clima sub-antértico de isla Navarino (precipitaciones anuales: 450 mm y
nieve, temperaturas medias anuales: 6 °C y (Di Castri & Hajek, 1976). Entre estos tres
sitios fueran instaladas 396 cajas nido, las cuales se distribuyeron de la siguiente
manera: 170 en PNFJ, 94 en Manquehue y 172 en isla Navarino, Las cajas nidos fueron
monitoreadas a partir de la formacién del nido, cada 1 o 2 dfas, durante la temporada

reproductiva.

4.2 Captura de individuos
La captura de adultos se realizé desde cajas nido que contuviesen pichones con
una edad promedio el dia de la captura del adulto de 11.5 + 0.5 dias. Los individuos

fueron capturados mediante la utilizacién de trampas ubicadas en las cajas nido. Estas se

instalan en su interior y constan de una pequefia Iamina de aluminio sostenida por un
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alambre oculto, el cual cede al momento en que el ave entra al nido a alimentar Ios
pichones, permitiendo que la lamina caiga y bloquee Ia salida. Debido al corto perfodo
de tiempo durante el cual los adultos son separados de sus crias (30 minutos en
promedio), solo efectos a corto plazo pueden observarse en los pichones (reducciones de
cuidado parental y peso de los pichones), siendo improbables efectos a largo plazo en la
sobrevivencia de los pichones (van Dongen y col, 2009). Una vez capturado el
individuo blanco, una red se ubica en la parte superior de la caja nido, la cual se procede
a abrir permitiendo asi que el individuo intente escapar y quede atrapado. Para Ja
obtencion de la sangre, se realiza una micropuncion en la vena braquial (McGuill & Rowan,
1989) (Figura 2) y una vez que la sangre comienza a brotar, se procede a ubicar un capilar
sobre esta hasta obtener un volumen de aproximadamente 10pl, Posteriormente la herida
se limpia y se mantiene al individuo con calor durante 5 minutos previo a su liberacion.
Se obtuvo un total de 176 muestras de sangre correspondientes a las poblaciones
de PNFJ (n = 68), Manquehue (n = 44) e Isla Navarino (n = 64) durante los afios 2010 y
2011. Las muestras se almacenaron en tarjetas FTA (Whatman ®) para sus posteriores

andlisis,
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Figura 2. Toma de muestra de sangre para un individuo adulto de Aphrastura spinicauda.

4.3 Marcadores moleculares utilizados: microsatélites

Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA, se realizan cortes a las muestras de sangre en las
tarjetas FTA de aproximadamente 0,3cm’ para su posterior digestion con Proteinasa K.
Una vez completada, se realiza la extraccion total de DNA celular utilizando el kit de
extraccion de QIAGEN (QIAamp®). Luego se determiné la pureza y concentracion del
DNA obtenido utilizando el espectrofotometro Thermo Scientific NanoDropTM 1000. A
partir de los valores obtenidos, se realizaron diluciones de las muestras para obtener una
concentracion final de DNA de trabajo de 10 ng/uL aproximadamente. Finalmente, las

muestras fueron conservadas a una temperatura de 4°C.
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El aislamiento y caracterizacién de marcadores microsatélites fue realizado a
partir de la construccion de librerfas gendmicas enriquecidas por la empresa
ATGgenetics (www.atggenetics.com), obteniendo 15 candidatos para Ia realizacién del
estudio. La evaluacion de cada par de partidores fue realizada mediante la utilizacién de
8 muestras de prueba y un control negativo (Figura 3). De los 15 candidatos entregados
por la empresa, 9 fiieron seleccionados para utilizar durante el estudio, adoptando como
criterios de seleccién su reproducibilidad y la presencia de un mayor polimorfismo.
Posteriormente, las 9 secuencias de los partidores forward fueron enviadas a marcar con
fluoréforo en su extremo 5' (Tebla 1) a la empresa Applied Biosystems Inc.

(www.appliedbiosystems.com).

e T T e
; " [ o

Figura 3. Evaluacion partidor Jocus 3. El orden de carga corresponde al siguiente: carril 1,
ladder 100pb. Carril 2 a 9 individuos PNFJ, carril 10 control negativo. Se puede observar con
claridad la banda de aproximadamente 330pb correspondiente a el rango de tamafio para ese par
de partidores en especifico.
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Tabla 1. Partidores microsatélites utilizados en el presente estudio. Se indica ademéas el

fluoréforo utilizado, la temperatura de alineamiento (Ta °C) y el rango de tamafio (pb) de los

alelos encontrados.

Locus Secuencia del primer (fluoréforo)(5'-3" Motivo Ta (°C) Rango de tamafio (pb) observado en
este estudio

1 F: (NED) TTTCCAGTTGTATCTCTCAGCA. (AC)s 55 143-203
R: GAAGAATGGGATCTAAGAAGTC

25-10 F: (VIC) GGAGTTATACCAGTTATAAAGG {CA)A(AC)y 55 143-201
R: TGCTGTTGTCTGGCTAGCA

25-5 F: (NED) TGGGTTCAGTATCCTGGAAGA (TGhg 55 177-211
R: GAGTTGCTCTTCTCTCCCTCA

25-1 F: (PET) GGAGGGTATTTGGCAAGGTT (CA)s 55 177-211
R: AGGATGGCTTGCTAGCTGIG

25-8 F:(PET) AAGAAGCTCACCCGCTACCT (CA) 55 220-234
R: TGTTGICGTGCCTGAAGAAG

3 F: (6FAM) GCAAACTGACCATACACATTTG  (AC)G{CA)y, 55 320-344
R: GAATGTGTAAAACCCAGACAGA

25-14 T (6FAM) TTTCTGCTGCTGGAAAGGTT (GATA),;3 55 179-225
R: GTTCATCCAGGGAGAGTCCA

18 F: (VIC) GGAAGCCATCTTAGGCTIGTG (GT)s 55 214-222
R: GGAAGCCATCTTAGGCTGTG

7 F: (6FAM) GCTGGGCTTGCATATTCTTC (GT)3 55 217-251

R: TCTTGITITGAAGGGAAGTGGA

4 .3Amplificacion de fragmentos

Se realizaron reacciones de PCR con los 9 pares de partidores seleccionados

para comprobar la reproducibilidad de los resultados obtenidos por Craig Newton

ATGgenetics bajo las mismas condiciones, utilizando los termocicladores PxE Thermal

Cycler, iCycler Thermal Cycler y Px2 Thermal Cycler. Para esto se utilizaron 8 muestras
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de DNA obtenidas en la poblacion PNFJ y un control negativo con el fin de detectar una
posible contaminacién de la reaccion. Cada reaccién de PCR se Hevé a un volumen final
de 12y, Ia cual contenia 1,2uL de PCR Buffer 10X (50 mM KCL, 10mM tris-HCl, pH
8), 1,2pL. de MgCl, 50mM, 0,6pL de ambos partidores a una concentracién de 10ng/pL.
cada uno, 0,96uL de dNTP’s, 0,2uL Taq Platinum (Invitrogen), 6,24uL de H20:2 y lpl.
de DNA gendmico a una concentracién de 10ng/uL. El protocolo utilizado para la
reaccién de PCR fue el siguiente: Un primer ciclo de denaturacién de 3 minutos a 95C,
35 ciclos de tres etapas, 95C por 30 segundos, 55C por 30 segundos y 72C por 1 min y
30 segundos y para finalizar un ciclo tnico de 72C por 5 minutos. Los productos de
amplificacién fueron analizados al correrlos por 20 min a 100V en geles de agarosa 2%
tefiidos con bromuro de etidio.

Para el anélisis del total de las muestras, se utiliza el mismo protocolo descrito
anteriormente para la reaccién de PCR y el posterior anslisis del gel. Los productos de
PCR  fueron enviados para su  genotipifaciSn a Illinois Biotec
(bttp://www.biotech.uinc.edu) y los datos obtenidos fiueron analizados mediante la
utilizacién de GeneMarker 2.2.0 Demo (Softgenetics LLCR), con el fin de visualizar los
peaks correspondientes a cada alelo (Figura 4). En los casos en que la visualizacion no
fue clara o que los genotipos encontrados comrespondan a gemotipos raros para lo

esperado segiin el equilibrio de Hardy-Weinberg, se realizé replicados de estos con el fin

de confirmar o descartar los genotipos obtenidos.
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Figura 4. Ejemplo de perfil de microsatélites analizados en Genemarker.

Para detectar la presencia de alelos nulos, stutters y corregir alelos con grandes

peaks se utilizo6 Microchecker v.2.2.3 (Van Oosterhout y col., 2004).

Analisis de datos

El numero de alelos, la heterocigocidad esperada y observada para cada locus y
la riqueza alélica fueron calculados por sitio de estudio mediante la utilizacion de
ARLEQUIN v. 3.1 (Excoffier 2006). Una rarefaccion fue realizada utilizando PAST 1.75
(Hammer y col., 2001) para comprobar que las diferencia obtenida en los datos de las
distintas poblaciones se debe efectivamente a la naturaleza de los datos y no a un
problema de muestreo. Esto debido a que la cantidad de individuos analizados por
poblacion es distinta en el PNFJ, el cerro Manquehue e isla Navarino. El programa
Genetix (Belkhir y col., 1996-2004) fue utilizado para calcular valores de Fy global y
por pares, ademads realizé un andlisis factorial de correspondencia (AFC3D) para lograr
una visualizacion de la estructuracion de las poblaciones. Se utilizdO un ntmero de
permutaciones correspondiente a 10000 para estimar su significancia. STRUCTURE v

2.3.2 (Pritchard y col., 2000, 2007) se utiliz6 para identificar las unidades panmicticas
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Rayadito sin una informacion a priori sobre la ubjcacién de los individuos analizados y
para realizar una asignacién de individuos e identificacién de posibles migrantes entre
las poblaciones. Este programa, mediante el uso de probabilidades, asigna individuos
particulares a poblaciones en sus genotipos multi-locus. Se realizaron 10 corridas
diferentes quemando (burn-in) las primeras 100.000, para luego continuar con 300.000
iteraciones MCMC. Esto se realiz6 bajo el modelo de mezcla (admixture model) y
tomando en cuenta frecuencias alélicas correlacionadas entre grupos. Ademas, se
analizaron de 1 a 5 posibles grupos o clusters mediante la utilizaciéon de la herramienta
STRUCTURE HARVESTER vy se escogi6 el valor de K en base al valor del logaritmo
de Ia verosimilitud de los datos observados (LaP (D)) como una funcién de K. Ademas,
el valor de AK se calculé en base a la tasa de cambio del logaritmo de la verosimilitud de
los datos entre los valores sucesivos de K para obtener el valor més probable (Evanno y
col., 2005). Mediante la utilizacion de GeneClass 2.0 (Piry y col., 2004) se calculd el
porcentaje de asignaciones erréneas para cada poblacion. Para detectar seffal de cuello
de botella en los 3 sitios se utilizé Bottleneck 1.2.02 (Piry y col., 1999). Para los analisis,
se selecciond el modelo de dos fases (TPM), considerado como el mds apropiado para
marcadores de tipo microsatélites (Di Rienzo y col, 1994). Para este modelo, se
consideré un 95% de “single-step mutations” y un 5% de “multiple-step mutations”, con
una varianza entre pasos miiltiples de 12, como recomiendz el autor del programa (Piry
y col, 1999). La estimacién del tamafio efectivo para las poblaciones fue realizado

mediante la utilizacion de LAMARC 2.1.5 (Kuhner, 2006).
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5. RESULTADOS

5.1 Diversidad de Microsatélites

Cada locus fue genotipificado para los 176 individuos a excepcion del locus 6, el
cual presentd problemas en algunos individuos, debido a la compleja forma del perfil del
microsatélite, siendo finalmente excluidos 18 individuos en PNFJ, 8 en Manguehue y 9
en Navarino. Los analisis con Microchecker muestran que algunos loci podrian estar en
presencia de alelos nulos o stuttering, siendo el locus 1 el tnico que presenta la
posibilidad de encontrar un alelo nulo en las 3 poblaciones. Entre 3 y 15 alelos se
encontraron en los 9 loci analizados. De estos, 2 en particular presentaron desviaciones

significativas del equilibrio de Hardy Weinberg para las 3 poblaciones (Tabla 2).




Tabla 2. Indices de diversidad por locus para cada poblacion.

Locus

1 2 3 4 5 6 7 8 9
PNEY
(20=136) .
2n 136 136 136 136 136 100 136 136 136
N° Alelos 7 9 9 7 4 8 g 4 5
Ho 0,353 0,721 0,721 0,824 0,691 0,68 0,676 0,544 0,265
He 0,605 0,728 0,74 0,78 0,67 0,78 0,819 0,5 0,264
P 0,000 0,703 0,294 0,406 0,737 0,004 0,026 0,421 0,143
Manquehue
(2n=90)
2n 90 90 90 90 90 74 20 90 90
N° Alelos 5 13 12 4 5 12 8 3 12
Ho 0,333 0,711 0,844 0,267 0,644 0,865 0,711 0,333 0,622
He 0,723 0,824 0,876 0,297 0,672 0,391 0,828 0311 0,861
P 0,000 0,049 0,43 0,17 0,126 0,016 0,053 1 0,000
Navarino
(2n=126)
2n 126 126 126 126 126 108 126 126 126
N° Alelos 10 14 15 7 4 1t 13 5 15
Ho 0,397 0,857 0,857 0,635 0,587 0,741 0,651 0,429 0,841
He 0,732 0,819 0,889 0,706 0,672 0,853 0,819 0,438 0,217
P 0,000 0,505 0,036 0,037 0,000 0,004 0,000 0,i6 0,217

En cuanio a la diversidad genética, PNFJ presenté la menor con un valor de
0,638 y Navarino la mayor con un valor de 0,737. Manquehue se ubico entre las dos
poblaciones mencionadas con una diversidad genética correspondiente a 0,674. La
misma tendencia se vio en el promedio de alelos por poblacion, donde encontramos el

mayor promedio en Isla Navarino, seguido por Manquehue y encontrando el menor en el

PNEJ (Tabla 3).
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Tabla 3. Diversidad genstica (h) y N° promedio de alelos para las tres poblaciones

Poblacién N N° promedio alelos  h (: SD)

PNFJ 68 6,39 0,638 £ 0,344
Manguehue 45 8,22 0,674 £0,363
Navarino 63 10,44 0,737+ 0,392

Ademis, se observaron los alelos compartidos entre poblaciones, donde los sitios
de estudio de Manquehue y Navarino presentaron el mayor nimero, seguidos por PNFJ
y Navarino, siendo PNFJ y Manquehue las poblaciones que presentaron un menor

namero de estos (Tabla 4).

Tabla 4. Alelos compartidos entre los 3 sitios de estudio para un total general de 110 alelos.

Poblaciones Alelos Compartidos
PNFJ - Manquehue 6
PNFE] — Navarino 12
Manquehue - Navarino 22

Una rarefaccion individual se realizo en PAST, para comprobar que las
diferencias obtenidas en los datos no tenian relacién con la diferencia en los tamaiios de
muestreo de las distintas poblaciones. Los resultados muesiran que, aiin con un tamafio
muestreal idéntico para cada una de las poblaciones, las diferencias entre estas se

mantienen (Tabla 5).

Tabla 5. Promedio de alelos observado y el esperado segiin 1a rarefaccidn para poblaciones con
un mismo tamafio muestreal.

Promedio Alelos PNFJ Manguehue Navarino
Esperado (emor estd.) 6,49(0,48) 8,22(0) 9,41(0,59)
Observado 6,89 8,22 10,44

|



5.2 Estructuracion

Tras realizar la visualizacion de la estructuracion de las poblaciones mediante el
procedimiento AFC3D presente en Genetix, se observa claramente como los datos nos
muestran tres poblaciones distintas, con una mayor cercania entre las poblaciones de
Manquehue y Navarino (Figura 5). Ademas, las poblaciones muestran un grado de
diferenciacion altamente significativo a nivel global a partir de los 9 loci utilizados (Fy =
0,108, P < 0,001). En cuanto a la estructuracion por pares, se observa una mayor
diferenciacion entre PNFJ y las poblaciones de Manquehue e isla Navarino que de las

dos 1ltimas entre si. En todos los casos lo valores son altamente significativos (Tabla 6).

2(33.53%

EhEEs84bdbbitosunsnBaBsE

26 o =

Azn | (66,45%)

Figura 5. Visualizacion mediante AFC3D de las tres poblaciones del estudio. La poblacion

Ao

o0

amarilla corresponde a PNF]J, la blanca a 1sla Navarino y la azul a cerro Manquehue.

Tabla 6. Valores de Fst por pares. ** P < 0,001

Fst Manquehue Navarino
PNFJ 0,145** 0,125"
Manquehue - 0,042

wam
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Identificacion de poblaciones mediante Structure

Tres poblaciones fueron claramente identificadas, donde PNFJ aparece
nuevamente aislada de las dos poblaciones restantes, observandose una casi nula

presencia de genotipos de individuos de las otras poblaciones asociados a esta (Figura

6).

100
0.80
0.50
040

020

0.00

r3 Man Nav

Figura 6. Analisis de Structure para las 3 poblaciones. Cada linea vertical representa un
individuo. Los individuos estan agrupados de acuerdo a su localizacion de origen. Los cluster
genéticos estan codificados con 3 colores distintos y la fraccién de color para cada individuo
representa la probabilidad de asignacion al cluster de ese color,

Con el fin de confirmar que los valores obtenidos para el nimero de grupos o
clusters fue el adecuado, se realizaron dos analisis utilizando la herramienta de Structure
Harvester. Como resultado se obtiene que el valor mas bajo de Ln(P) fue de 3 clusters.
Sin embargo, existen valores bastante cercanos para la posibilidad de 4 y 5 clusters
(Figura 7). Debido a esto, los valores obtenidos para AK nos sirven para confirmar el
numero de grupos genéticos, al observar que el mejor valor de AK se presenta para 3

clusters (Figura 8).
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Figura 7. Ln (P) de los asignamientos de clusters en el programa Structure Harvester para
Aphrastura spinicauda.

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 8. AK de los asignamientos de clusters en el programa Structure Harvester para
‘ Aphrastura spinicauda.
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3.3 Eventos demograficos

Utilizando Bottleneck para el analisis de los datos, obtenemos que tanto los
resultados para las poblaciones de PNFJ como Manguehue no muestran una tendencia
clara frente a posibles eventos demograficos (P > 0,05). Por otro lado, en el caso de isla
Navarino, se puede observar una marcada tendencia hacia un déficit de heterocigotos (P
< 0,005. Tabla 7). Este déficit de heterocigotos en comparacién al esperado en equilibrio
deriva-mutacién nos muesfra que la poblacién en isla Navarino se encuentra, o ha

pasado recientemente, por un periodo de expansién.

Tabla 7. Exceso y déficit de heterocigotos con su respectiva significancia para las tres
poblaciones de Aphrastura spinicauda.

PNFJ Manquehue Navarino

Loci exceso Heterocigotos 3 5 2
Loci déficit Heterocigotos 8 4 7
P (Wilcoxon Test) 0,102 0,367 0,014

3.4 Tamafig efectivo

Mediante la utilizacion de LAMARC, se obtuvo el tamafio efectivo
correspondiente a cada poblacion a fravés de un valor de theta calculado. Los resultados
nos muestran valores muy pequefios para los tamaiios poblacionales esperados (rango de
17-29) pero que muestran la tendencia esperada. Asi, ia poblacién del PNFJ presenta el
valor mas bajo, seguida por la poblacion del Cerro Manguehue y siendo la mayor la de
Isla Navarino (Tabla 8). Cabe destacar que existe una mayor diferencia entre los
tamafios efectivos de las poblaciones de Manquehue y PNFJ que entre las poblaciones

de Navarino y Manquehue.
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Tabla 8, Valores de Theta y tamafio efectivo para las 3 poblaciones

Poblacidn Theia Ne
PNFJ 0,03429 17
Manquehues 0,054738 27

Navarino 0,059134 29
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6. DISCUSION

Microsatélites

El desarrollo y optimizacion de microsatélites cuenta de distintas etapas y
muchas pruebas son necesarias antes de poder determinar su funcionalidad para diversos
estudios requeridos. Comprobar que los fragmentos obtenidos en la reaccién son los
esperados, que todos Ios alelos se estdn amplificando (y que por lo tanto no existe la
presencia de alelos nulos) y evaluar el equilibrio esperado bajo el modelo de Hardy-
Weingber, entre ofros, son factores claves a considerar (Selkoe & Toonen, 2006).

En relacion a esto, los andlisis realizados en MicroChecker mostraron que en el
caso del locus 1 existe la presencia de un alelo nulo. Esto puede ocurrir producto de
cambios en las secuencias de nucle6tidos de las “flanking regions”, Ia preferencia en el
momento de Ja amplificacion de alelos mas cortos (debido a la calidad o cantidad del
templado) o de “slippage” durante la reaccion de PCR (Chapuis & Estoup, 2006). Un
90% de los articulos reportando loci de microsatélites con alelos nulos incluyen estos
loci sus andlisis sin ninguna correccién estadistica (Dakin & Avise 2004). Sin embargo,
se ha observado que los alelos nulos pueden afectar en las estimaciones de la
estructuracion (Paetkau & Strobeck, 1995). En el caso particular de nuestro estudio, se
mantuvo el locus 1 para los anslisis al comprobar que los resultados de diversidad y
estructuracion obtenidos mo presentaban cambios relevantes y las tendencias se
mantenfan. Sin embargo, es importante para estudios futuros que cuenten con mds sitios
de estudio y/o individuos tomar en consideracion esta variante.

En cuanto al Locus 7, los perfiles que presenta hacen dificil su utilizacién en
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futuros estudios. Las distintas formas que este marcador presenta, generan una
imposibilidad de distinguir entre homocigotos y heterocigotos para algunos casos. Para
este estudio en particular, se eliminaron los genotipos conflictivos. Sin embargo, la
misma consideracion que en ¢l caso del locus 1 es necesario tomar para futuros trabajos
con un mayor numero de individuos y/o sitios de estudio. El incluir estos datos en los
andlisis podria desvirtuar los resultados, ya que se estin eliminando solo individuos

homocigotos en las poblaciones.

Caracterizacion genética

En cuanto a la caracterizacion genética de las tres poblaciones, los resultados nos
muestran que no estamos en presencia de una gran poblacién panmictica si no de tres
poblaciones diferentes. Esto era de esperar tomando en cuenta el caracter de residente
permanente de la especie y su baja capacidad de dispersion en ambientes abiertos
(Comelius y col, 2000), sumando a esto la distancia que separa a los ires sitios de
estudio. Sin embargo, al momento de analizar 1a diferenciacion por pares se observa que
la poblacion del PNFJ presenta un mayor distanciamiento genético con la poblacion de
cerro Manquehue que esta ultima con la poblacion de isla Navarino. Esto a su vez se ve
respaldado al observar los alelos compartidos entre poblaciones, donde se observa como
estas 2 ultimas son las que presentan el mayor nimero de alelos compartidos.
Considerando que la distancia en linea recta de Santiago a PNFJ es de aproximadamente
320 kilémetros y entre Santiago y Pto. Williams es de aproximadamente 2400

kilémetros, deben haber otros factores involucrados para explicar este patron de
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diferenciacién ademas del aislamiento por distancia propuesto por Wright (1942), donde
la distancia es el tinico factor determinante de la diferenciacion genética.

En el caso de la poblacién del PNFJ es de suma importancia el comprender el
contexto en que se encuentra. El bosque relicto, rodeado de una matriz de matorrales
aridos (Villagran y col, 2004) presenta un clima hostil que actia como una barrera
natural para el Rayadito. Esto surge como consecuencia de distintos eventos tectonicos y
climaticos ocurridos durante el Terciario y Cuaternario. La segregacion de los espectros
floristicos caracteristicos de los bosques subtropicales habria ocurrido producto del
calentamiento climatico del Mioceno, donde las paleofioras mixtas de Chile central
perdieron gran parte del elemento austral-antartico frio y se enriquecieron con aporfes de
linajes Neotropicales durante un periodo de continuidad con las floras del subtropico
Sudamericano (pre-levantamiento final de los Andes). Luego a finales del Terciario, una
conjugacion de distintos eventos daria origen al desarrollo de la “Diagonal Arida” que
entre otras consecuencias generarfa la fragmentacién y contraccion del margen norte de
los bosques subtropicales de la costa Pacifica, debido al aumento de la aridez en el
Desierto de Atacama. En paralelo, el levantamiento tectdnico de las Alturas del Talinay
durante el Pleistoceno temprano a medio proporciond un refugio para la persistencia de
los remanentes del bosque Subtropical. Durante los repetidos perfodos glaciares del
Pleistoceno, las condiciones mds himedas existentes permitieron la subsistencia y
continuidad de la comunidad boscosa relictual a lo largo de la costa de Chile centro-
norte. Por el contrario, durante los periodos interglaciares se presentd un marcado

incremento de la aridez acentuando las discontinuidades de la comunidad costera

(Villagran y col, 2004).
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El resultado de todos estos distintos eventos Io observamos hoy a lo largo de la
costa de Chile centro-norte en islas biogeograficas con poblaciones locales aisladas y
restringidas a manchas remanentes de bosques (en el caso de PNFJ esta no supera las
300 ha). Esto a su vez se ve reflejado en la ausencia de flujo genético entre poblaciones,
apoyado por el 100% de asignamientos positivos en la poblacion del PNFJ, lo que nos
sugiere una migracion reducida o nula (Waser & Strobeck, 1998) enfre esta y cerro
Manquehue. De esta manera, el tamafio poblacional reducido y la ausencia de flujo
genético con otras poblaciones podrian explicar los valores mas bajos de diversidad
genética observados en PNFJ.

Una posibilidad para explicar la menor diferenciacion genética existente entre
Manquehue y Navarino a pesar de la distancia geografica seria el modelo de “Stepping
stone” propuesto por Kimura y Weiss (1964). Bajo este modelo, la menor diferenciacion
entre las poblaciones de Manquehue y Navarino se deberia a la presencia de un bosque
mas continuo existente entre ambos sitios de estudio. Los estudios necesarios para
confirmar que este modelo es el que rige entre estas poblaciones no eran parte de esta
tésis, sin embargo seria interesante a futuro indagar mds en este aspecto.

Al momento de analizar los resultados de Ja inferencia demografica, llama la
atencion la situacion de las poblaciones del PNFJ y cerro Manquehue. En el caso del
PNFJ, a pesar del proceso histérico de fragmentacién y el aislamiento geografico del
bosque, no se detectd la sefial de un cuello de botella. Este resultado sugiere que la
poblacién se encontraria estable y en equilibrio, a pesar de los faciores mencionados
anteriormente, Esto podria explicarse considerando que los procesos de fragmentacion y

aislamiento del bosque relicto estin asociados a los distintos procesos descritos en el
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Pleistoceno. Este lapso de tiempo, sumado al alta tasa mutacional de los marcadores
microsatélites, podria haber permitido a la poblacién recuperar un equilibrio mutacion-
deriva, explicando asi la ausencia de una huella genética de estos eventos demograficos
pasados. En contraste con lo que sucede en el PNF]J, los cambios que han afectado a la
poblacién de cerro Manquehue tienen un origen antropogénico y han ocurrido en un
periodo de tiempo mas corto. Sin embargo, la pérdida de su habitat en los wltimos afios
como consecuencia de la expansion de la ciudad también nos hacia pensar en los efectos
que esto pudiese traer sobre la poblacion. A pesar de esto, no fue posible detectar alguna
sefial de cuello de botella. Esto podria deberse a una posible conectividad existente entre
el bosque del cerro Manquehue y la pre-cordillera, la cual brindaria otra posibilidad de
habitat a la especie permitiendo asi que esta no se viese afectada de gran manera por la
pérdida de habitat como resultado de la expansién territorial de Ia ciudad de Sanfiago.
De esta manera, el tamafio efectivo de la poblacién no se veria afectado, ya que cerro
Manqguehue no seria una poblacién por si sola si no parte de una poblacién mas grande.
En el caso de isla Navarino, los analisis muestran que la diversidad observada es menor
que la esperada al equilibrio mutacion-deriva, lo que puede ser interpretado como la
sefial de una expansion poblacional actual o reciente, probablemente iniciada durante el
Holoceno. Esto se puede comprender tomando en consideracién que esta zona se
enconfraba cubierta de hielo durante el udltimo méaximo glacial (un bloque de
aproximadamente 500.000km’ abarcaba entre los 38° y los 55°8) (Hulton y col, 2002) y
que con ¢l comienzo de su deglaciacion entre 17500-17150 afios atrds empezo una etapa

de reaparicion de habitats adecuados que Ilevd a Ia recolonizacion de la zona.
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Perspectivas e investigaciones futuras

Bastante falta todavia por conocer del Rayadito, y la utilizacién de microsatélites
abre las puertas a distintas dreas que ain no han sido abordadas. Estudios de dispersién y
paternidad son sélo algunas de las posibilidades que permite contar con un conjunto de
partidores adecuado. Es importante por lo tanto, tomar en consideracion las
complicaciones que presentan dos de los nueve loci presentados en esta tesis. Para
investigaciones futuras serfa conveniente una optimizacién y prueba de partidores
adicionales con el fin de complementar a estos. Otro factor a tomar en cuenta es que en
este estudio se realizd una caracterizacion genética de tres poblaciones separadas por
una gran distancia como un punto de partida. Producto de esto, nuevas interrogantes han
surgido y futuros estudios podran enfocarse en resolverlas. De esta manera, por ejemplo,
podria analizarse la situacién que existe entre las poblaciones de Manquehue y
Navarino, evaluando si efectivamente la presencia més continua de un bosque permite el
flujo genético siguiendo el modelo de Kimura y Weiss (1964). Ofra interrogante que
surge a partir de esta fesis tiene relacion con lo que sucede en la poblacién de Cerro
Manquehue, sobre todo si esta poblacién forma o no parte de una poblacién més grande,
por lo que es de gran importancia la realizacion de estudios al respecto. Investigaciones
futuras seran de gran utilidad para comprender la situacion de esta poblacion, con
analisis utilizando otro tipo de marcador molecular. Esto nos da la posibilidad de ver
distintos tiempos evolutivos y complementar la informacién entregada por los

microsatélites,
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7. CONCLUSIONES

Los microsatélites especie-especificos optimizados durante esta tesis
poseen ¢l potencial para delinear poblaciones.

Los contrastes a nivel ecoldgico, geografico, geoldgico, y de intervencion
humana que presentan las 3 poblaciones se - ven reflejadas en su
caracterizacion genética.

El aislamiento geografico de Ia poblacién del PNFJ es el principal factor
del distanciamiento genético entre ésta y las otras poblaciones, por sobre

la distancia geografica que las separa.
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