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RESUMEN

El Archipiélago de Juan Fernandez, formado por tres islas: Robinson Crusoe, Santa Clara y Alejandro
Selkirk, posee un elevado porcentaje de endemismo en relacién con su superficie y ha sido declarado
Parque Nacional de Chile, Reserva de la Biésfera y hotspot de biodiversidad mundial. La introduccién de
especies vegetales y animales exéticas e invasoras, asi como la actividad humana, han generado pérdida de
especies, poblaciones e individuos afectando la diversidad genética de sus especies endémicas. El objetivo
del presente estudio ha sido delimitar unidades de conservacién genética (UC), para la especie endémica
Dysopsis hirsuta, dentro de su rango de distribucion geografico natural en la isla Robinson Crusoe. Para ello
se analizaron parametros de la diversidad y estructura genética obtenidos con marcadores moleculares
AFLP (208 individuos) y SNPs (113 individuos) para 9 poblaciones. Los resultados permitieron delimitar
tres unidades de conservacion genética, compuestas por sus poblaciones en Mirador Selkirk-Plazoleta El
Yunque, Salsipuedes y Rebaje la Pina, Vaqueria y Puerto Inglés. Esta delimitacion facilitara la elaboracion
de estrategias para la conservacion genética de la especie ya que separa las singularidades genéticas
que comparten distintos grupos de poblaciones. Se sugiere implementar conservacion adicional en estas
tres unidades, mediante herramientas como la conservacién de sus semillas, adicionalmente se propone
establecer planes de manejo para La Campana con el fin de incrementar los niveles de variacién genética
e implementar un monitoreo especial en la poblaciéon de Salsipuedes, debido a los patrones singulares
observados en ella.

Palabras claves: ESUs, genética de la conservacion, islas oceanicas.

ABSTRACT

Juan Fernandez Archipelago is made up of islands: Robinson Crusoe, Santa Clara and Alejandro Selkirk and
it has high endemism in its small area, and it was declared as Chilean national park, a biosphere reserve
and a global biodiversity hotspot. The past introduction of invasive plant and animal exogenous species
together with the human activities resulted in species loss and populations damage, affecting the genetic
diversity within its endemic species. The aim of this study was to mark out genetic conservation units,
also known as ESUs, for the endemic herb Dysopsis hirsuta, within its whole distribution range in Robinson
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Crusoe Island. Genetic diversity and structure parameters were obtained from AFLP and SNPS molecular
markers from samples collected from 321 plants, making genotyping 113 individuals from 9 localities.
Results led to marking out three genetic conservation units with populations in Mirador Selkirk-Plazoleta
El Yunque, Salsipuedes and Rebaje la Pifa, Vaqueria y Puerto Inglés. The selection of these units may help
in making better conservation strategies, since it separates the genetic singularities shared by populations
within each unit. Additional conservation efforts in these three units are encouraged, using tools as seed
banking, considering these units in conservation management plans including also La Campana locality, in
order to increase the genetic variation levels and to carry out special monitoring to Salsipuedes population
due to its singular genetic patterns revealed in the study.

KEeywoRrb: conservation genetics, ESUs, oceanic islands.

INTRODUCCION

La diversidad genética es la fuente primaria de variabilidad
biolégica en las poblaciones naturales (Campbell 2003). Esta
favorece la aparicién de variantes genéticas como alelos, genes
o genotipos dentro y entre las poblaciones de una especie
(Jiménez & Collada 2000), permitiendo a las especies y sus
poblaciones responder a cambios ambientales y evolutivos a
largo o corto plazo (Lande & Barrowclough 1987, Rossetto
et al. 1995), determinando asi la generaciéon y mantencion
de la biodiversidad. La diversidad genética es considerada
uno de los principales componentes de la biodiversidad
y en los ultimos afos se ha prestado mayor atencién hacia
su conservacion, entendiendo que las poblaciones con
altos niveles de variabilidad genética estdn asociadas a la
prevalencia de las poblaciones naturales, permitiendo a las
especies responder ante eventuales cambios en su habitat,
tales como la fragmentacion o la inestabilidad ambiental
(Sgro et al. 2011, Wernberg et al. 2018). La variacion genética
a nivel intraespecifico es un requisito previo para el cambio
adaptativo o la evolucion y tiene profundas implicaciones
para la conservacién de las especies (Schaal et al. 1991).
Comprender la variacién genética tanto dentro como entre
poblaciones es esencial para el establecimiento de practicas
de conservacion efectivas y eficientes, especialmente en
especies raras (Shanshan et al. 2006, Hoban et al. 2022).

Las unidades de conservacion (UC) se definen como
poblaciones de organismos que poseen alguna caracteristica
distintiva que pueda utilizarse para ayudar a dirigir los
esfuerzos de la gestion y conservacion de especies (Allendorf
& Luikart 2007, Nora et al. 2011, Funk et al. 2012). Por ello,
la delimitacion e identificacion de las UC son una pieza clave
en la planificacion de estrategias de conservacién de la
variabilidad genética y ecoldgica de la biodiversidad (Nora
et al. 2011). Existen varias formas para delimitar UC, siendo
la mas utilizada cuando se trabaja con marcadores genéticos,

la Unidad Evolutivamente Significativa (ESU, del inglés
Evolutionarily Significant Unit) (Ryder 1986, Grady & Quattro
1999, Taylor & Dizon 1999). La que se define como una
poblacién que se considera distinta y, por ende, merecedora
de medidas de proteccién diferenciada, con el fin de
mantener sus caracteristicas genéticas particulares evitando
su pérdida en el tiempo y posterior extincion (Moritz 1994,
Waples 1995). Un lugar donde se establecen regularmente
ESUs son los archipiélagos, debido a sus caracteristicas
geograficas que limitan o anulan el flujo genético entre
las poblaciones de cada isla o entre isla y continente,
provocando que las poblaciones de las especies que alli
habitan estén mas propensas a la pérdida de variabilidad
genética (Legge et al. 1996). La identificacion de ESUs se
realiza principalmente siguiendo los criterios descritos por
Funk et al. (2012) donde el paso mas basico para delimitarlas
es utilizar todos los tipos de loci, es decir, tanto neutrales
como los loci presumiblemente adaptativos (outliers) para
determinar parametros genéticos como flujo génico y deriva
génica. Desde este punto de vista, la incorporacién de datos
genéticos tiene el potencial de revolucionar la delimitacion
de las unidades de conservacién (UC), especificamente
las ESUs, al permitir la deteccién de la variacion genética
neutral y adaptativa, mediante la utilizacién de loci neutrales
y outliers obtenidos desde marcadores genéticos como
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), los que brindan diferentes
tipos de informacién que deben combinarse al momento de
elaborar estrategias de conservacién y planes de manejo en
las especies de interés (Tremetsberger et al. 2003, Funk et al.
2012).

Un lugar relevante para la determinacion de UC es la
isla Robinson Crusoe la cual forma parte del Archipiélago
de Juan Fernandez, declarado Parque Nacional en 1935
(CONAF 2004), considerado Reserva Mundial de la
Biosfera en 1977 (Vargas & Bannister 2003) y hotspot de
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biodiversidad mundial (Arroyo et al. 2004). Este archipiélago
se encuentra localizado a 33°40’ Sy 80°47’ O, distante a 667
km de las costas de Chile Central y estd conformado por las
islas Robinson Crusoe (con una superficie de 48 km2y 915 m
de altitud maxima), Alejandro Selkirk (50 km? y 1.650 m de
altitud) y Santa Clara (2 km? y 375 m de altitud) (Stuessy &
Ono 1998). El Archipiélago de Juan Fernandez presenta un
alto endemismo del 13% a nivel de género y un 64% a nivel
de especie (Danton & Perrier 2006, Stuessy et al. 2018), en
particular la isla Robinson Crusoe, presenta mas plantas
endémicas por area que cualquier otra isla del mundo con
93 especies en 4.794 hectareas, es decir, 1,9 especies
endémicas/km? (Stuessy et al. 2018). Sin embargo, y pese a
sus estatus de conservacién, su bosque endémico y nativo
se encuentra fuertemente afectado por perturbaciones
antrépicas, generando un impacto directo sobre el nimero
y el tamano de las poblaciones vegetales. En el pasado, por
extraccién de madera para el uso doméstico, construccion
de casas, barcos, herramientas de cultivo y por la ganaderia
(Arana 2010) e incendios (Woodward 1969). Actualmente la
principal perturbacion de la vegetacion nativa y endémica
de la isla Robinson Crusoe es la originada a partir de las
presiones ejercidas por plantas y animales introducidos e
invasores (Stuessy et al. 2018). Estos efectos en conjunto
han causado la fragmentacion del bosque nativo ancestral
de laisla (Alarcon et al. 2019).

Dentro de la flora de Robinson Crusoe, la especie endémica
Dysopsis hirsuta (MUll. Arg.) Skottsb. (Euphorbiaceae) es una
hierba perenne con una altura promedio de 8 cm y de habito
rastrero. Posee flores pequefias y monoicas (Skottsberg
1952). Su fruto es un esquizocarpo con una dispersién de
semillas mediante barocoria con un mecanismo balistico y su
polinizacion es por viento (Anderson et al. 2001, Bernardello
et al. 2006), también presenta reproducciéon asexual a
través del enraizamiento de nudos de sus tallos (Ricci
2003). Esta hierba crece en parches densos de 1 a 3 m de
extension encontrandose muy asociada al arbol Nothomyrcia
fernandeziana (Hook. & Arn.) Kausel, creciendo bajo su dosel
y de helechos como Arthropteris altescandens (Colla) J.Sm.,
especies endémicas muy importantes y que hacen parte del
bosque original de la vegetacion de isla Robinson Crusoe.

Todas estas caracteristicas y el hecho ademas de presentar
un sistema de dispersién restringido en el tiempo y espacio
pueden determinar una interrupcién de la conectividad
genética incluso en poblaciones continuas de D. hirsuta (Lowe
et al. 2005), lo que hace a esta especie mas susceptible a
dafos ambientales y la disminucién de habitat, convirtiéndola
en un modelo ideal para establecer UC (o ESUSs). D.
hirsuta actualmente se encuentra con serios problemas de
conservacion, categorizada en peligro critico de extincién
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(MMA 2012, DS-33), debido a que en las Gltimas décadas
ha estado sometida a graves efectos de la deforestacion y
la invasién de especies exoticas tales como Rubus ulmifolius
Schott (Zarzamora), Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz
(Maqui) y Ugni molinae Turcz. (Murtilla), ante la cual pocas
especies endémicas logran sobrevivir (Alarcon et al. 2019).
Esto principalmente por ocupacién de los espacios para
establecimiento de nuevos individuos y ademas por posibles
deslizamientos de tierra (Ricci 2006), lo que ha provocado
que las poblaciones se redujeran considerablemente.

Dado lo anterior, el objetivo de este trabajo fue delimitar
UC a través del andlisis de parametros genéticos obtenidos
con marcadores AFLP y SNPs, es decir, establecer unidades
evolutivamente significativas para D. hirsuta. Para ello,
se evaluaron los valores de los parametros de diversidad
y divergencia genética en 9 poblaciones que abarcan la
distribucion completa de la especie.

METODOLOGIA

El area de estudio comprende la isla Robinson Crusoe,
Archipiélago de Juan Fernandez (Fig. 1). Se recolectaron
muestras de material vegetal de 321 individuos de D. hirsuta
de nueve poblaciones (Tabla 1). Junto con el registro de cada
poblaciéon de muestreo mediante GPS GARMIN ® GPSmap
62s, también fue georreferenciado cada individuo de cada
poblacion. Las muestras utilizadas en este trabajo fueron
colectadas e inmediatamente procesadas en terrero, para ello
se tomaron 3 hojas de cada individuo siendo una parte de
ellas utilizadas para la extraccién de ADN total. Las muestras
de hojas restantes, fueron almacenadas en silice gel y se
conservan hasta la fecha en el departamento de Botanica de
la Universidad de Concepcion por los investigadores.

ExTrACCION DE ADN

De cada muestra foliar fresca y seca, para un total de 20 a 30
individuos por poblacién, se extrajo ADN total mediante kit
DNeasyPlant Mini Kit (Qiagen), siguiendo las especificaciones
del manual. La calidad del ADN se visualizé en geles de
agarosa al 1%, tefiido con RedGel, a 70 volts durante 30
min, empleando un transiluminador UV y corroborando la
extraccion de ADN total para proseguir a la amplificacion
de ADN mediante AFLP. Para garantizar la genotipificacion
mediante SNPs, se cuantificé la cantidad y calidad de ADN
utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000. Las
muestras fueron procesadas y extraido el ADN total durante
febrero de 2017, en la Isla Robinson Crusoe, las muestras de
ADN total obtenido fueron almacenadas a -20 C° hasta su
posterior andlisis.



Unidades de Conservacion archipiélago Juan Fernandez, Chile: FUENTEs, G., ET AL.

Ficura 1. Mapa de distribucién de las poblaciones muestreadas de D. hirsuta en isla Robinson Crusoe, Archipiélago de Juan Fernandez.
/ Distribution map of the sampled populations of D. hirsuta on Robinson Crusoe Island, Juan Fernandez Archipielago.

Tabla 1. Resumen de las Localidades empleadas en marcadores SNP y AFLP con su respectiva ubicacion geografica. / Summary of the
Localities used in SNP and AFLP markers with their respective geographic location.

Localidad Lc(:::sadlgﬁg d Imii\\ll:ilc-i;os Indis\Ziuos Latitud Longitud
Mirador de Selkirk 5014 25 16 -33,63755 -78,85212
Plazoleta El Yunque 5019 25 16 -33,65254 -78,84441
Centinela-Rabanal 5022 26 16 -33,65787 -78,80811
Salsipuedes 5026 24 16 -33,63543 -78,84421
Rebaje La Pifa 5033 25 -33,66812 -78,80142
Vaqueria 5041 26 -33,61856 -78,86456
Puerto inglés 5044 7 -33,62825 -78,85854
Piedra Agujereada 5046 25 14 -33,65575 -78,80001
La Campana 5050 25 14 -33,64661 -78,85701
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AFLP

Se utilizé la metodologia propuesta por Vos et al. (1995)
y modificada por Hasbun et al. (2013), utilizando seis
combinaciones de partidores: Msel-ACC /EcoRI-ATA (FAM);
Msel- CCT /EcoRI-ATA (FAM); Msel-CAC/EcoRI-ACA (VIC);
Msel-CAC/EcoRI-ACG (VIC); Msel-ACC/EcoRI-ATC (NED)
y Msel-ACT/EcoRI-ATC (NED). Los perfiles de amplificacion
AFLP variaron de 7 a 26 individuos amplificados por poblacién
(Tabla 1) con un total de 208 individuos amplificados para la
especie. Los productos obtenidos de PCR selectiva fueron
enviados a Macrogen Korea para su secuenciacién mediante
electroforesis. Posteriormente, los fragmentos de ADN
obtenidos de la secuenciacion fueron procesados en el
software GeneMarker ver. 1,85 (Hulce et al. 2011.), en el cual
cada uno de los fragmentos es considerado como un caracter
y la presencia o ausencia de ellos son los estados de caracter
(0,1), expresados en una matriz final.

GENOTIPIFICACION DE SNPs

Se genotipificaron 113 individuos distribuidos en 9
poblaciones dentro del rango natural de D. hirsuta (Tabla 1).
Se utilizé el servicio suministrado por el Museo de Historia
Natural y Ambiental de Shizuoka (Japén) para la construccion
de las bibliotecas de ADN gendémico. La obtencion de los
SNPs se realizd mediante la técnica MigSequence (MIG-
seq), propuesta por Suyama & Matsuki (2015), que permite
obtener mas de mil SNPs para cada individuo a partir de las
muestras recolectadas. Se escogio esta técnica ya que posee
la ventaja de no requerir ADN gendmico de alta calidad, en
comparaciéon a otras técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (Next Generation Secuencing, NGS) que utilizan
enzimas de restriccién, haciéndola éptima para utilizarla en
especies en peligro de extincion, al requerir una pequefa
cantidad de muestra. Obtenida la libreria con los respectivos
fragmentos, fueron posteriormente alineados y analizados en
el programa Stack 2,5 (Catchen et al. 2013), obteniendo una
matriz de datos codominantes completa.

OBTENCION DE MATRICES NEUTRALES Y OUTLIERS PARA MARCADORES
AFLP vy SNPs

Luego de obtener las matrices completas con todos los
loci pesquisados, se identificaron los potenciales loci
bajo seleccion (outliers), utilizando el programa Arlequin
3.5.2.2 (Excoffier et al. 2005), tanto para matrices binarias
dominantes como codominantes. Se consideraron candidatos
a potenciales loci bajo seleccion o también llamados outliers, a
aquellos loci con valores FST p < 0,05, dentro de la dispersion
de los datos neutrales. Los loci outliers fueron extraidos de
la matriz completa, generando de esta manera una matriz
neutral (sin valores outliers) y una matriz de datos outliers con
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los potenciales loci bajo seleccion. Ambas matrices fueron
analizadas para obtener los parametros de diversidad y
divergencia genética.

PARAMETROS GENETICOS

La diversidad genética se estimé utilizando el programa
GenAlEx 6.51b2 (Peakall & Smouse 2006), mediante
los valores calculados correspondientes al numero total
de fragmentos, indice de diversidad de Shannon (i),
heterocigosidad (He) para AFLP y heterocigosidad observada
(Ho) y heterocigosidad esperada (He) para SNPs. El niimero de
bandas frecuentes (NBF), numero de bandas privadas (NBP)
y niimero de bandas poco comunes (NBLC) fueron obtenidas
para AFLP. En tanto para SNPs, se determiné el nimero de
alelos privados (NAP) y nimero de alelos poco comunes
(NALC), ademas del indice de coeficiente de endogamia (Fis)
mediante el programa Genepop 4.7.3 (Raymond & Rousset
1995). Para evaluar si existié correlacion entre los valores en
los distintos parametros de diversidad genética, se realizaron
pruebas estadisticas de Pearson con el programa R (R Core
Team 2024).

Para determinar la estructura genética se utilizé la
asignacion individual, con el fin de determinar el nimero de
poblaciones o pool génicos (K), implementado a través de
inferencia Bayesiana con el uso del programa STRUCTURE
v.2.3.2 (Pritchard et al. 2000) utilizando el criterio de Evanno
et al. (2005). Se realizé un Andlisis de Varianza Molecular
(AMOVA) para cuantificar los componentes jerarquicos de la
varianza genética (PhiPT y Fst) dentro y entre las poblaciones,
utilizando el programa GenAlEx 6.5.1b2. Por ultimo, se
determiné los valores de PhiPT (AFLP) y Fst (SNPs) entre
pares de poblaciones empleando GenAlEx 6.5.1b2 y Arlequin
3.5.2.2 para cada tipo de marcador respectivamente.

TAMARO EFECTIVO POBLACIONAL (NE)

Se estimé el tamano efectivo poblacional contemporaneo
(Ne) para SNPs, para medir la tasa de pérdida de heterocigotos
que se encuentra vinculada a la tasa de migracién, infiriendo
la deriva génica a través de los valores de Fst (Wright
1951). Para determinar Ne, se cuantificd el desequilibrio
de ligamiento (LD), entre alelos neutrales en una poblaciéon
aislada con apareamiento al azar, lo que permite inferir deriva
génica (Hill 1981, Waples & Do 2008), utilizando el programa
LDNe (Waples & Gaggiotti 2006).

DeLiMITACION DE UNIDADES DE CONSERVACION (UC) N D. HIRsUTA

Para la delimitacién de las UC se tomé como base los
resultados sobre la distribucién de la diversidad genética,
asi como también los patrones de estructuracién genética y
tamano efectivo poblacional, que en conjunto permitieron
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visualizar el estado genético de las poblaciones de D. hirsuta
para marcadores AFLP y SNPs. Consecuentemente, se
delimitaron las zonas con caracteristicas relevantes para la
conservacion, mayor diversidad genética y diversidad alélica.

RESULTADOS

AFLP vy SNPs

Para la seleccion de partidores AFLP, se realizé un ensayo con
45 combinaciones de partidores y cinco individuos de cada
una de las nueve poblaciones de D. hirsuta, selecciondndose
seis combinaciones de partidores (ver material Suplementario).
El nimero de loci resultantes para cada combinacién de
partidores AFLP seleccionados fue 407 loci totales con 274
neutrales y 133 outliers, mientras que los resultados de los
marcadores SNPs totalizaron 855 loci, trabajandose con 534
loci neutrales y 321 potenciales loci bajo seleccién.

DivErsIDAD GENETICA NEUTRAL Y OUTLIER

Para los marcadores AFLP los valores encontrados en la
matriz neutral y outlier permiten dar cuenta que la poblacién
Salsipuedes presentaria valores mas altos de diversidad
genética para ambas matrices, en comparacion con el resto de
las poblaciones con He = 0,247/ He .= 0,220y =0,390/
1.,.=0,354, ademas es la poblacién que presenta el mayor
nimero de bandas privadas en comparacion con el resto de
las poblaciones estudiadas con un total de 15 bandas. Por el
contrario, los valores mas bajos de diversidad se presentaron
en la poblacion Rebaje la Pifa, para ambas matrices analizadas
(Tabla 2). En tanto para los marcadores SNPs los valores de
diversidad presentados en las matrices neutrales y outlier
(Tabla 2) dan cuenta que los mayores valores de diversidad
genética se presentan en las poblaciones de; Mirador
Selkirk He_ =0,142; Ho_=0,114; | =0,221; NAP_=0,061/

He =0,146;Ho =0,177;1 =0,222; NAPM=0,081) y Plazoleta
El'Yunque (Heneu=0,135; Ho  =0,112; Ineu=0,211; NAPneu=0,051
/ He,,=0,145; Ho_=0,186; | =0,221; NAP =0,078 (Tabla 2).
Los valores mas bajos de diversidad correspondieron a las
poblaciones de Rebaje la Pina (matriz neutral) y Puerto
Inglés (matriz outlier). Los valores del indice Fis para los loci
neutrales muestran que existen ocho poblaciones con valores
positivos, se encontrarian en equilibrio entre heterocigotos y
homocigotos ya que los valores son cercanos a cero, siendo
Salsipuedes la que presentaria una mayor panmixis. Por otro
lado, Puerto Inglés es la Unica poblaciéon que posee un valor
negativo, este resultado indica una alta heterocigosidad entre
los individuos a favor de la exogamia, cabe destacar que todos
los valores de loci outlier son negativos.

ESTIMACION DE LA ESTRUCTURA GENETICA NEUTRAL Y OUTLIER CON
MARCADORES AFLP vy SNP

La distribucién de la variacion genética entre y dentro de
las poblaciones, fue examinada mediante AMOVA para D.
hirsuta, tanto neutral como outlier (Tabla 3). Se observa que
el mayor porcentaje de variaciéon en los marcadores AFLP es
explicada por diferencias dentro de las poblaciones con un
69%, PhiPT=0,308 (p>=0,001) en la matriz neutral y 61%,
PhiPT=0,588 (p>=0,001) en la matriz outlier. Por el contrario,
en los marcadores de SNPs, la mayor varianza molecular
se explica entre las poblaciones con un 59% Fst= 0,308
(p>=0,001) en la matriz neutral y un 51% Fst= 0,393
(p>=0,001) en la matriz outlier.

Los andlisis de inferencia Bayesiana para estimar el
numero de pool génicos sugieren que existen varios valores
de K para las distintas matrices examinadas. En el marcador
AFLP para la matriz neutral, se observa que el valor éptimo
es un k=4 (Fig. 2), donde existen dos grandes pools génicos
que incluyen las poblaciones de Mirador Selkirk, Plazoleta El
Yunque y Centinela Rabanal (Fig. 2a). El siguiente pool génico
con mayor nimero de individuos es el Cluster 2, representado
en los graficos de barra por el color verde en la Fig. 2, este
grupo se constituye por las poblaciones Rebaje la Pifa,
Vaqueria, Piedra Agujereada y La Campana (Fig. 2a). Los otros
dos pool génicos corresponden a los Clusters 3 y 4, en su
mayoria a la poblacion de Salsipuedes, diferencidndola como
una identidad genética Unica. Sin embargo, también posee
genotipos de los otros cuatro grupos genéticos (Fig. 2a.
Contrario a la matriz de loci neutrales, la matriz de loci outlier
presenta un valor de k=2, por lo que sélo existen dos grandes
poblaciones genéticas, ademas se observa que la poblacion de
Puerto Inglés presentaria mayor concordancia con el Cluster 1
con un porcentaje de asignacion a éste del 98,1% (Fig. 2b).

Los resultados de la matriz de loci neutrales con marcador
SNP (Fig. 2c) muestran seis grupos genéticos (k=6), contrario
a lo que muestra la matriz de loci outlier donde k=3. Es asi
como las poblaciones de Mirador Selkirk con Plazoleta El
Yunque constituyen el Cluster 1, La Campana y Puerto Inglés
el Cluster 2, y Rebaje la Pifia y Vaqueria el Cluster 3. Por otra
parte, Piedra Agujereada, Centinela Rabanal y Salsipuedes
constituyen por si solos grupos genéticos particulares
(Fig. 2d), destacandose que el grupo genético de La Campana
comparte los genotipos con la mayoria de los pool génicos
encontrados. Mientras que para la matriz outlier en SNPs, los
pool génicos encontrados presentan un patrén concordante
con el Cluster 1 de la matriz neutral, y el Cluster 3 agrupa la
mayoria de las poblaciones que en la matriz neutral poseian el
genotipo de La Campana.
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TaBLA 3. Resumen de los andlisis de varianza molecular (AMOVA) para la especie D. hirsuta con marcador AFLP y SNP para matrices
neurales y outlier analizados mediante GENALEX 6.5. %: variancia total que contribuye entre /dentro de las poblaciones, df: grados de
libertad y SS: suma de cuadrados. / Summary the analysis of molecular variance (AMOVA) for the species D. hirsuta with AFLP and SNP
marker for neutral and outlier matrices analyzed using GENALEX 6.5. %: total variance contributing between / within populations, df:
degrees of freedom and SS: sum of square.

AFLP SNP
Fuente dela
varianza df df ss Componentes % df ss Componentes o
de la varianza de la varianza

—= Entre poblaciones 8 2102,849 262,856 31% 8 25858,379  3232,297 59%
::3 Dentro de poblaciones 188 4633,689 24,647 69% 104 17996,081 173,039 41%
Z Total 196 6736,538 100% 112 43854,460 100%
5 Entre poblaciones 8 1780,532 222,567 39% 8 10965,252 1370,656 55%
§ Dentro de poblaciones 188 2778,716 14,780 61% 104 8716,447 83,812 45%
© Total 196 4559,249 100% 112 19681,699 100%

Ficura 2. Porcentajes de asignacién de grupos genéticos para loci neutrales y outlier en marcadores AFLPy SNP en la especie D. hirsuta.
(a): Grafico de barra loci neutral con marcador AFLP, (b): loci outlier con marcador AFLP, (c): loci neutral con marcador AFLP y (d): matriz
outlier con marcador SNP. / Barplot Genetic group assignment for the neutral and outlier matrix in AFLP and SNP markers in D. hirsuta
species. (a): Barplot Neutral loci with AFLP marker, (b): Barplot outlier loci with AFLP marker, (c): Barplot Neutral loci with AFLP marker
and (d): Barplot outlier loci with marker SNP.
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Los resultados de AFLP para los loci neutrales y outlier dan
cuenta que los menores valores de divergencia son para Piedra
Agujereada y Rebaje la Pifia (PhiPT= 0,047; PhiPT= 0,045).
Para los loci neutrales la mayor distancia genética se encontré
entre la poblacién de Plazoleta El Yunque y Vaqueria con
Fst=0,439. En los loci outlier los mayores valores se presentan
entre Mirador Selkirk; con Vaqueria (PhiPT= 0,613), y Rebaje
la Pifia (PhiPT= 0,612) (Tabla 4).

En tanto, para los marcadores SNPs los menores valores
de Fst entre pares de poblaciones tanto para la matriz outliers
como neutral son para las poblaciones de Mirador Selkirk y
Plazoleta El Yunque (Fst= 0,202; Fst= 0,240), mientras que
los mayores valores se encuentran para Rebaje la Pifia con
las poblaciones de Puerto Inglés (Fst= 0,829) y La Campana
(Fst= 0,805). La matriz outlier presenta el mismo patrén con
los menores valores, sin embargo, los valores mayores se
registran para Puerto Inglés con las poblaciones de Rebaje la
Pifa (Fst= 0,626) y Vaqueria (Fst= 0,607) (Tabla 5).

TAMARO EFECTIVO POBLACIONAL (NE)

Los valores de tamafio efectivo poblacional (Ne) y su
respectivo intervalo de confianza (IC) sélo fueron calculados
para los marcadores SNPs en la matriz neutral. Los valores
en todas las poblaciones oscilaron entre los -140 y 360 con
un valor promedio de 29,74. En general se aprecia que, las
poblaciones de Vaqueria y Puerto Inglés presentan valores
negativos, con intervalo de confianza que se proyectan con

rangos muy amplios, presumiblemente estas poblaciones
poseen una proporcion de loci ligados, lo que explica que
estas poblaciones podrian encontrarse en presencia de deriva
génica (Tabla 6).

Basados en lo anterior proponemos las siguientes unidades
de conservacion para las poblaciones de la especie D. hirsuta:

1) Unidad de Conservacién Mirador Selkirk-Plazoleta El
Yunque (UC1) ambas poblaciones muestran altos valores
de diversidad genética en todos los pardametros evaluados
en ambas matrices (neutral y outlier) para ambos
marcadores. Ademds, conforman un cluster genético
permanente en todos los andlisis de estructura genética
realizados.

2) Unidad de Conservacion Salsipuedes (UC2), poblaciéon
que presenta los mayores valores de diversidad genética
en todos los pardmetros evaluados, formando ademas un
Unico grupo genético en la mayoria de los analisis.

3) Unidad de Conservacién Rebaje la Pifa, Vaqueria y Puerto
Inglés (UC3), poblaciones que muestran bajos valores de
diversidad genética siendo incluso los menores registrados
en términos de heterocigosidad. Presenta ademas los
mas altos valores de FST entre pares de poblaciones, lo
cual puede dar cuenta de aislamiento y altos niveles de
endogamia entre los individuos que forman parte de estas
poblaciones.

TaeLa 4. Valores de distancia genética (PhiPT) entre pares de poblaciones para AFLP con loci neutral y outlier para D. hirsuta. MS: Mira-
dor Selkirk; PY: Plazoleta el Yunque; RB: Rebaje la Pifia; CR: Centinela Rabanal; SS: Salsipuedes; VQ: Vaqueria; Pl: Puerto Inglés; PA: Pie-
dra Agujereada; LC: La Campana; Loc. Localidad. / Genetic distance (PhiPT) values between pairs of populations for AFLPs with neutral
and outlier loci for D. hirsuta. MS: Mirador Selkirk; PY: Plazoleta el Yunque; RB: Rebaje la Pifia; CR: Centinela Rabanal; SS: Salsipuedes;
VQ: Vaqueria; Pl: Puerto Inglés; PA: Piedra Agujereada; LC: La Campana; Loc. Locality.

Loc. MS PY CR SS vQ Pl PA LC Loc.
MS 0] 0,048 0,096 0,288 0,612 0,613 0,209 0,576 0,549 MS E
PY 0,115 0 0,061 0,256 0,579 0575 0,151 0,547 0,514 PY g
CR 0,103 0,076 0] 0,207 0,551 0,544 0,060 0,509 0,484 CR E
SS 0,346 0,329 0,269 0 0,373 0,363 0,137 0,327 0,305 SS <
RP 0,401 0417 0,375 0,402 0,076 0,505 0,045 0,123 RP
T VQ 0,433 0439 0391 0381 0,148 0] 0,494 0057 0,134 vQ
E Pl 0,136 0,121 0,056 0,188 0,349 0,366 0 0,449 0,429 Pl
a.  PA 0,367 0,387 0338 0350 0,047 0,109 0,297 0 0,138 PA
< Lc 0,375 0,380 0356 0343 0,162 0,235 0,288 0,158 0 LC
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TaBLA 5. Valores de distancia genética (Fst) entre pares de poblaciones para SNP con loci neutral y outlier para D. hirsuta. MS: Mirador
Selkirk; PY: Plazoleta el Yunque; RB: Rebaje la Pifia; CR: Centinela Rabanal; SS: Salsipuedes; VQ: Vaqueria; Pl: Puerto Inglés; PA: Piedra
Agujereada; LC: La Campana; Loc. Localidad. / Genetic distance (Fst) values between pairs of populations for SNPs with neutral and
outlier loci for D. hirsuta. MS: Mirador Selkirk; PY: Plazoleta el Yunque; RB: Rebaje la Pifia; CR: Centinela Rabanal; SS: Salsipuedes; VQ:
Vaqueria; Pl: Puerto Inglés; PA: Piedra Agujereada; LC: La Campana; Loc. Locality.

Loc. MS PY CR SS RP

vQ Pl PA LC Loc.

MS 0 0,202 0,261 0,271 0,463
PY 0,240 0 0,286 0,264 0445 0365 0462 0376 0451 PY
CR 0,343 0,365 0] 0,302 0,505 0420 0,538 0,420 0,496 CR

0,390 0477 0,407 0,486 MS

SNP Outlier

SS 0,364 0377 0474 0 0,471 0,408 0488 0,399 0457 SS

RP 0,591 0,577 0,661 0,680 0

SNP Neutral

0,555 0,626 0,514 0,574 RP

vQ 0,431 0423 0,542 0,558 0,683 0 0,605 0,484 0,561 vQ
Pl 0,637 0,636 0,746 0,734 0829 0,778 0 0,553 0,631 PI
PA 0,507 0494 0,581 0,572 0,696 0,618 0,765 0 0,516 PA
LC 0,636 0,631 0,714 0,709 0,805

0,736 0,790 0,722 0 LC

TaBLA 6. Valores de Tamario efectivo poblacional para marcador SNP en loci neutrales. Ne: tamano efectivo poblacional, IC: intervalo de
confianza y inf= infinito. / Population effective size values for SNP marker at neutral loci. Ne: effective population size, IC: confidence

interval and inf= infinite.

Localidad SNP neutral
Ne IC

Mirador Selkirk 11,8 10,6 - 13
Plazoleta de Yunque 11,7 10,1 - 13
Centinela Rabanal 6,4 54 - 7,5
Salsipuedes 6,2 53 - 7,2
Rebaje la Pifa 360,6 21,9 - inf
Vaqueria -140,7 74,1 - inf
Puerto Inglés -2,3 2,4 - inf
Piedra Agujereada 7,4 6,2 -
La Campana 6,6 4,6 -

DISCUSION

La diversidad genética desempefia un papel crucial en la
determinacion del fitness o adecuacion biolégica de las
especies, ya que niveles reducidos de variabilidad genética se
asocian con una disminucion en la capacidad adaptativa y un
incremento del riesgo de extincion (Reed & Frankham, 2003).
En este contexto, los patrones de estructuracién y diversidad
genética obtenidos en el presente estudio permiten
identificar tres unidades de conservacion genéticamente
diferenciadas para D. hirsuta en la isla Robinson Crusoe, lo
cual proporciona una base sélida para el disefio de estrategias

de manejo orientadas a preservar la viabilidad evolutiva de
la especie. Los resultados obtenidos permitieron identificar
407 loci AFLP y 855 SNPs, con una proporcion considerable
de loci potencialmente bajo seleccion (32,6% en AFLP vy
37,5% en SNPs). Cabe destacar la importancia de identificar
este ultimo tipo de loci, ya que estos confieren la capacidad
a estos marcadores (AFLP y SNPs) de captar sefales de
adaptacién local y diferenciacion genética impulsada por
la seleccion natural (Yang et al. 2016). El anélisis de los
resultados obtenidos con marcadores AFLP muestra que los
mayores valores de diversidad se observan en la poblacién
Salsipuedes. Por otro lado, el analisis de SNPs indica que los
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mayores valores de diversidad se observan en las localidades
de Mirador Selkirk y Plazoleta El Yunque. En los marcadores
SNPs igual que en AFLP no se observa algin patrén que
relacione los valores de diversidad y estructura genética. En
ambos marcadores, las poblaciones con mayor diversidad
genética se encuentran en sectores donde los bosques
originales de Robinson Crusoe estan mejor conservados,
presentando una composicién arbérea similar, con un dosel
dominado por Nothomyrcia fernandeziana y la presencia de
individuos emergentes de Fagara mayu, especies asociada a
condiciones de mayor cobertura y humedad (Vargas 2003,
Alarcén et al. 2019).

Los patrones de heterocigosidad observados también
entregan importante informaciéon sobre las dindamicas
reproductivas locales. El valor negativo del indice de Fis en la
poblacién Puerto Inglés implica una posible sobreabundancia
de heterocigotos, lo cual podria estar asociado a eventos de
flujo génico reciente o a un efecto de exogamia inducido
por condiciones ecoldgicas particulares (Frankham et al.
2010). En contraste, Vaqueria y Rebaje de la Pifia, con
baja diversidad genética y valores negativos de tamarno
poblacional (Ne), podrian estar enfrentando cuellos de botella
genéticos o efectos de deriva génica (Ellstrand & Elam 2003),
lo cual constituye una senal de alerta para la conservacion.
La estructuracién genética medida en términos de Fst entre
pares de poblaciones mostré rangos de valores que varian
entre 0,045 a 0,613 en AFLP y 0,202 a 0,829 en SNPs. Las
diferencias podrian deberse a la cantidad de informacion
entregada por cada marcador, en términos del nimero de
loci. En los marcadores AFLP los menores valores registrados,
tanto en loci neutrales como outliers se encontraron entre
los pares de poblaciones de Piedra Agujereada-Rebaje de la
Pina y Mirador Selkirk-Plazoleta El Yunque, lo que sugiere una
mayor conectividad entre ellas. Mientras que los mayores
valores de Fst se registraron en la matriz neutral para Rebaje
de la Pifia con las poblaciones de Puerto Ingles y La Campana,
y en la matriz outliers para Puerto Inglés con Rebaje de la Pifia
y Vaqueria. En contraste para SNPs, los mayores valores se
registraron entre los pares de poblaciones de Plazoleta El
Yunque-Vaqueria (en loci neutrales) y Mirador Selkirk con
Rebaje de la Pifa y Vaqueria (en loci outliers), en tanto los
menores valores de Fst también se registraron entre Mirador
Selkirk-Plazoleta El Yunque. En general los resultados sugieren
la existencia de un flujo génico histérico entre Mirador Selkirk
y Plazoleta El Yunque, mientras que Vaqueria presenta altos
niveles de endogamia en comparacién con otras poblaciones.
En ambos marcadores, las poblaciones con mayor diversidad
genética se encuentran en sectores donde los bosques
originales de Robinson Crusoe estidn mejor conservados,
presentando una composicion arbdrea similar, con un dosel
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dominado por Nothomyrcia fernandeziana y la presencia de
individuos emergentes de Fagara mayu, especies asociada
a condiciones de mayor cobertura y humedad (Vargas &
Bannister 2003, Alarcon et al. 2019).

La comparacion entre la varianza genética explicada por
los componentes dentro y entre poblaciones revela un patrén
diferenciado segun el tipo de marcadores (Tabla 3). Mientras
que los AFLP reflejan una mayor proporcion de la variabilidad
dentro de las poblaciones (69% en loci neutrales, 61%
outliers), los SNPs muestran patrones opuestos con mayor
variabilidad entre poblaciones (59% en loci neurales, 55%
outliers). Esta discrepancia se puede atribuir a las diferencias
inherentes en la densidad de informacién y sensibilidad de
los marcadores frente a procesos histéricos y demograficos.
Un de los factores que puede explicar esta distribucion de
varianza entre poblaciones es el habito herbaceo de D.
hirsuta, que implica tiempos generacionales mas cortos en
comparacion con especies lefiosas (Hamrick & Godt 1996),
lo que aumenta las diferencias entre grupos de plantas en
tiempos cronolégicos similares. Patrones similares se han
detectado en especies en el Archipiélago, como Erigeron
fernandeziana, E. turricula y E. stuessyi (Lopez- Sepulveda et al.
2015). Ademas, se debe considerar que los SNPs al estar
basados en secuencias codificantes, son particularmente
sensibles a procesos selectivos, lo cual podria explicar la
mayor diferenciacién entre poblaciones.

El andlisis de estructura genética revela diferentes
patrones de agrupamiento segln los marcadores utilizados,
lo que es concordante con las diferencias en la distribucion
de la varianza detectada entre AFLP y SNPs. Sin embargo,
se puede observar que las poblaciones Mirador Selkirk y
Plazoleta aparecen unidas conformando una unidad en los
andlisis de las cuatro matrices analizadas (Figs. 3a-d), los
valores de Fst indican un flujo génico histérico entre estas
poblaciones. La separacion del resto de las poblaciones en
distintos grupos genéticos podria deberse a procesos de
deriva génica y seleccion. En relaciéon con las diferencias
encontradas en los andlisis de agrupamiento de estructura
genética, esta se puede deber a el nimero de informacion
que entrega cada marcador, esto es, el mayor nimero de
loci detectados con marcadores SNPs, abarcando una
mayor proporcion del genoma de los individuos y por tanto
mayor acceso a la variabilidad genética entre ellos (Luitkart
et al. 2003, Helyar et al. 2011). La estructura genética intra-
poblacional medida a través del coeficiente de endogamia
(Fis) en la matriz neutral refleja poblaciones en equilibrio con
una leve tendencia a una mayor presencia de heterocigotos
(Tong et al. 2020). En contraste, los loci outliers presenta
valores mayoritariamente negativos mas alejados de cero, lo
gue sugiere un equilibrio con una leve influencia de seleccién
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(Ozdemir & Cassandro 2018). Por lo tanto, la identificacion de
loci outliers mediante SNPs en este trabajo, ha proporcionado
una herramienta poderosa para detectar sefiales de seleccion
local. La estructura observada en ambos tipos de loci (outliers
y neutrales) es congruente, pero los valores de diferenciacion
son mayores en la matriz outliers, lo que sugiere que, ademas
de los procesos de deriva y flujo génico, la seleccién natural
estd actuando diferencialmente entre poblaciones. Esta
observacion es particularmente relevante en el contexto de
una especie endémica de isla, donde las presiones selectivas
locales pueden generar adaptaciones altamente especificas
(Jackson et al. 2024).

Los resultados de tamaino efectivo poblacional (Ne)
muestran similitudes entre las poblaciones de Mirador de
Selkirk y Plazoleta El Yunque, asi como entre Centinela-
Rabanal, Salsipuedes, Piedra Agujereada y La Campana. Un
caso particular es Rebaje de la Pifla, que presenta valores
muy altos de Ne, lo que sugiere que posee un gran aporte
de alelos. Sin embargo, los amplios rangos de intervalos
de confianza indican que estos valores pueden no ser
significativos, posiblemente debido a un tamafio de muestras
insuficiente para reflejar el tamafio real de las poblaciones.
Por otro lado, las poblaciones de Vaqueria y Rebaje de la Pifa
presentan valores negativos de Ne, lo que podria deberse a
eventos como efecto fundador, cuello de botella, crecimiento
poblacional reciente, inmigracion o hibridacién pasada (Wang
2005, 2009).

La informacién obtenida en este trabajo no solo permite
delimitar las tres UC propuestas, sino que ademas entregar
informacidn individualizada de cada poblacion de Dysopsis en
la isla. Las unidades de conservacién genética delimitadas a
partir de estos resultados representan un avance significativo
respecto a enfoques tradicionales que no incorporan evidencia
gendmica. Al identificar las 3 UC, se facilita la elaboracién de
estrategias para la conservacion genética de la especie, ya que
separa las singularidades genéticas que comparten distintos
grupos de poblaciones, haciendo mas efectiva la planificacion
e implementacién de planes de manejo diferenciados. Cada
una de UC identificadas en este trabajo, debe ser tratada en
forma individual en las estrategias de conservacion que se
implementen. Para ello se sugiere considerar herramientas
que incluyan la conservacion de semillas para cada UC
identificada por separado fortaleciendo la conservacion
in situ. La UC1 que agrupa a Mirador Selkirk y Plazoleta El
Yunque, se perfila como un nucleo de diversidad adaptativa;
UC2 representada exclusivamente por Salsipuedes, destaca
por su singularidad genética y valor evolutivo intrinseco,
por la cual se sugiere no alterar la dindmica poblacional que
alli ocurre, idealmente implementar planes de manejo que
impidan el avance de la invasiéon de Ugnhi molinae que la rodea.

Por ultimo, para la UC3 conformada por Rebaje de la Pifa,
Vaqueria y Puerto Inglés, requiere intervenciones urgentes
debido a su vulnerabilidad genética. Ademas, los resultados
nos permiten visualizar el delicado estado genético de la
poblacion La Campana, por lo que recomendamos establecer
planes de manejo para incrementar los niveles de variacion
genética de esta poblacidn, que incluya la incorporacion
de individuos procedentes de la UC3, con la que presenta
mayores afinidades genéticas.

A pesar de la robustez del enfoque metodolégico,
existen limitaciones en el presente estudio, pese a que se
identificaron loci potencialmente bajo seleccién, no se realizd
una caracterizacién funcional de estos marcadores, por lo que
no es posible inferir directamente los procesos adaptativos
subyacentes. Ademas, la ausencia de datos ambientales
impide correlacionar la estructura genética con variables
ecoldgicas, lo que seria esencial para confirmar la existencia
de adaptaciones locales. En conjunto, estos resultados
amplian el conocimiento sobre la biologia de la conservacion
de especies insulares y demuestran la utilidad de enfoques
gendmicos para delimitar unidades de conservacién basadas
en evidencias genéticas. Finalmente se debe destacar que
los resultados reportados en este trabajo contribuyen a
incrementar la base de datos de variables esenciales para la
biodiversidad EBVs (de la sigla en inglés Essential Biodiversity
Variables) a nivel global, especificamente los pardmetros de
diversidad genética: diferenciacién genética, endogamia y
tamario poblacional efectivo (Hoban et al. 2022).
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