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RESUMEN

Las islas Galapagos son consideradas como un laboratorio natural dinamico debido a la
biodiversidad Unica que presentan. La gran cantidad de especies endémicas de fauna y
flora son de gran interés para estudios evolutivos. Sin embargo, un problema importante
que afecta a estas islas es el incremento de especies introducidas, las cuales ponen en
riesgo a las especies endémicas. El guayabillo (Psidium galapageium) es una especie
endémica de las Islas Galapagos, catalogada como amenazada y una posible causa
podria ser la introduccién de otras plantas que estarian afectando el bienestar de la
especie endémica. La guayaba (Psidium guajava), es una especie invasora congenere
del guayabillo caracterizada por ser de facil dispersion, lo que le permite habitar
diversos ambientes y ecosistemas, afectando posiblemente a especies endémicas como
Psidium galapageium. La diversidad genética es una herramienta utilizada para conocer
la variacion de genes dentro y entre especies, asi como conocer la situacion actual en la
que se encuentra una especie. Mediante el uso de marcadores moleculares se busca
determinar el nivel de variabilidad genética dentro de una especie analizando regiones
especificas dentro de su genoma. En el presente estudio se utilizaron marcadores
microsatélites (SSR) especificos para Psidium galapageium, los cuales se caracterizan
por ser altamente polimorficos, reproducibles y féaciles de analizar. Para visualizar y
analizar a mayor escala la diversidad genética de P. galapageium en este estudio, se
agruparon a los 87 individuos de las 17 localidades de la Isla Santa Cruz en 6
subpoblaciones, cada subpoblacion contiene a las localidades méas cercanas que se
encuentran aproximadamente a 2 km entre si. Estas subpoblaciones fueron Norte,
Noroeste, Noreste, Este, Sur Centro y Suroeste. En base a los resultados obtenidos en
este estudio, P. galapageium de la Isla Santa Cruz presenta una diversidad genética
moderadamente alta (He=0.618) y de acuerdo con el analisis de variacién molecular
(AMOVA) el 94.73% de esta variacion se encuentra dentro de las subpoblaciones y un
5.27% entre las subpoblaciones. Con relacién a los valores de Fst, se obtuvo una baja
diferenciacion genética y un alto flujo génico entre los individuos analizados. Los
resultados de PCoA y el dendrograma de distancias genéticas sugieren que los
individuos de la subpoblacion del Noreste se encuentran genéticamente més distantes de
los individuos de las subpoblaciones del Noroeste y Suroeste. Finalmente, de acuerdo a
los andlisis de STRUCTURE realizados, se obtuvo un K éptimo de 2, lo cual sugiere la
contribucion de dos acervos genéticos en los individuos muestreados. Sin embargo, no
se observa una estructura poblacional totalmente definida de P. galapageium en la isla
Santa Cruz. Es necesario realizar méas estudios de biologia reproductiva e historia
evolutiva de esta especie para entender mejor el estado de esta especie en esta isla. Este
estudio reporta por primera vez el disefio y estandarizacion de primers microsatélites
(SSR) especificos para P. galapageium, los cuales son una herramienta valiosa para
analizar la diversidad genética de esta planta endémica en las islas Galapagos.

Palabras clave: Psidium galapageium, microsatélites, especies endémicas, diversidad
genética, especies introducidas, Islas Galapagos



ABSTRACT

The Galapagos Islands are considered a dynamic natural laboratory because of their
unique biodiversity. The high amount of endemic flora and fauna species are of interest
for evolutionary studies. However, a significant problem that is affecting the islands is
the increasing amount of introduced species, which can become a threat to native
species. Guayabillo (Psidium galapageium) is found solely in the Galapagos Islands. It
is currently considered to be a threatened species, possibly due to the introduction of
invasive plants that are affecting its fitness. Guava (Psidium guajava) is an introduced
species closely related to guayabillo, and it is known to have a high dispersion potential
that facilitates the invasion of different environments and ecosystems, affecting endemic
species such as P. galapageium. Genetic diversity is a very helpful tool for
understanding the current situation and genetic variation within and among species.
Molecular markers are useful for studying genetic variability within species as they
analyze specific regions within the genome. In this study, the genetic diversity of P.
galapageium from Santa Cruz island was analyzed with specific microsatellites markers
(SSRs) that are highly polymorphic, replicable and easy to analyze. For the analysis of
the genetic diversity of Psidium galapageium, 87 guayabillo individuals collected from
17 sites on Santa Cruz Island were grouped into 6 subpopulations based on the
proximity of the sites. These subpopulations were named: North, Northwest, Northeast,
East, South Central and Southwest. The results obtained in this study indicate that
P.galapageium on Santa Cruz Island has a moderately high genetic diversity
(He=0.618). According to the Analysis of Molecular Variance (AMOVA), 94.73% of
the genetic variability is located within subpopulations and 5.27% is located among
subpopulations. The Fst values obtained indicate a low genetic differentiation and high
gene flow between individuals. The PCoA and the genetic distance dendrogram suggest
that individuals from the Northeast subpopulation are more genetically distant to
individuals from the Northwest and Southwest subpopulations. Finally, according to
analysis using STRUCTURE software, the optimal K value is 2, suggesting the
contribution of two ancestral lineages in the sampled individuals. However, there is no
well-defined population structure for P. galapageium on Santa Cruz Island. Further
reproductive and evolutionary studies of P. galapageium are necessary to understand
the state of this species. This study reports, for the first time, the design and
standardization of microsatellite markers for P. galapageium, a useful tool for genetic
diversity analyses of this endemic plant in the Galapagos Islands.

Key words: Psidium galapageium, microsatellites, endemic species, genetic diversity,
invasive species, Galapagos Islands.
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1. INTRODUCCION

1.1 Especie en Estudio

Psidium galapageium, conocida también como guayabillo o “Galapagos
Guava”, es una especie endémica de las Islas Galdpagos. Pertenece a la clase
Magnoliopsida de la familia Myrtaceae (Jaramillo & Guézou, 2013). Se caracteriza por
ser un arbusto o arbol pequefio que puede alcanzar hasta los 8 metros de altura. Su
tronco puede medir 1 metro de didmetro y se caracteriza por ser gris rosaceo y de
corteza suave con ramas divaricadas. Las hojas son opuestas de forma eliptica a
ovalada. Presenta flores solitarias blancas en ramas de crecimiento reciente, con
estructuras tanto masculinas como femeninas. Su fruto es en forma de baya globosa que
en su madurez presenta una coloracion amarilla con numerosas semillas (McMullen,
1999; Porter, 1968). Su distribucion especifica aun se desconoce actualmente; sin
embargo, se ha reportado su presencia en las islas Fernandina, lIsabela, Pinta, Santa
Cruz, Santiago y San Cristébal. Los arboles de Psidium galapageium crecen

principalmente en tierras bajas aridas y tierras altas himedas (McMullen, 1999).

De acuerdo con Porter (1968), existen dos variedades de esta especie: Psidium
galapageium var. galapageium y Psidium galapageium var. howellii. La primera
variedad (Psidium galapageium var. galapageium) estd conformada por arboles
pequefios de 8 metros de altura, hojas opuestas y simples de 1.8 a 5.5 cm de largo, flores
axilares y solitarias con corola blanca de 1.5 cm de ancho, pétalos que miden de 8 a 9
mm y yemas de flores no lobuladas. Por otro lado, la variedad Psidium galapageium
var. howellii es considerada rara y se diferencia de la variedad galapageium por
presentar pétalos mas pequefios (4 a 5 mm), flores de 1 cm de ancho y yemas de flores

lobuladas (Porter, 1968; McMullen, 1999).
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1.1.1 Importancia de Psidium galapageium

Las especies endémicas son aquellas que crecen o se localizan en una region
geogréfica determinada y no pueden encontrarse en otro lugar del mundo. Son el
resultado de una serie de procesos de especiacion y evolucion generados por la
aparicion de barreras naturales que no permiten que exista un intercambio genético.
Debido a su alto nivel de especiacion y falta de competencia, muchas veces se ven
amenazadas por la introduccién de otras especies que compiten por sus mismos
recursos, generando asi graves problemas para su conservacion. Las especies
endémicas son de gran importancia para la biodiversidad, ya que forman parte de un
ambiente determinado y al verse afectadas 0 amenazadas, esto repercute tanto en el
equilibrio del ecosistema, asi como en las especies que interacttan con ellas (Heleno

etal., 2012).

Psidium galapageium es una especie endémica de las Islas Galapagos; sin
embargo, existen muy pocos estudios sobre esta especie. La mayor parte de éstos se
centran en estudios morfoldgicos, mas no de diversidad genética, ni propiedades
medicinales o estado actual. Debido a la falta de conocimiento de esta planta, muchas
veces se desconoce la importancia de la misma. De acuerdo a recientes investigaciones
realizados por Cimadom et al., (2016) en la Isla Santa Cruz, se han reportado que las
hojas de Psidium galapageium presentan compuestos activos con propiedades
repelentes que son utilizadas por aves, como los pinzones de las especies Certhidea
olivacea, Camarhynchus parvulus y Geospizia fuliginosa. Los cuales utilizan las hojas
de P.galapageium como esponja o locién para protegerse de mosquitos y hematéfagos
invasivos como la mosca introducida en las Islas Galapagos, Philornis downsi. Entre

algunos de los compuestos volatiles secundarios que se han encontrado en Psidium
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galapageium, a los cuales se los han relacionado por presentar un efecto repelente
contra artropodos, son: limoneno, a-pineno, B-pineno (los cuales también se los han
encontrado en la especie Psidium guajava). Por otro lado, también se han encontrado
otros compuestos en Psidium galapageium como p-Cariopileno y linalool, de los
cuales B-Cariopileno es el compuesto que se encontré mayoritariamente en los analisis
realizados y se ha demostrado que presenta efectos repelentes contra mosquitos del
género Armigeres, Culex y Aedes. Mientras que el compuesto Linalool también
presenta un efecto repelente contra las especies de mosquito de los géneros Aedes y

Culex (Cimadon et al., 2016).

En ecosistemas sensibles como las Islas Galapagos el uso de insecticidas puede
representar un problema debido a los efectos que pueden causar en el medio ambiente
por su falta de especificidad a los organismos diana, afectando tanto a organismos
perjudiciales, como a organismos inocuos o importantes para las islas. Por lo que el
efecto repelente que puede presentar una planta endémica es potencialmente
importante para la conservacion de poblaciones de aves endémicas que se encuentran
en peligro o amenazadas por patdgenos o parasitos no nativos (Cimadon et al., 2016).
Por otro lado, los estudios realizados en plantas endémicas, como Psidium
galapageium, son de gran importancia ya que permiten conocer la situacién actual de
la especie e implementar programas de conservacién que beneficien tanto a esta
especie, asi como para la conservacién de otras especies endémicas (Cimadom et al.,

2016).
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1.2 Islas Galapagos

Las Islas Galdpagos son un conjunto de islas volcanicas que se encuentran
ubicadas a mil kilometros de distancia de la costa continental del Ecuador (Gradstein et
al., 1982). Estan formadas por 13 islas y varios islotes que se encuentran localizados
sobre la placa de Nazca. Se estima que la edad promedio de las islas es de tres a cinco
millones de afios, generadas a partir de las erupciones volcénicas desde el fondo del
océano (Brewington, 2011). La mayor parte de los islotes presentan una superficie
extremadamente seca y con escasa vegetacion. Las islas principales se encuentran,
generalmente a 400 m de altura 0 mas y se caracterizan por presentar diversa
vegetacion. Entre estas islas se encuentran: Fernandina, Isabela, Pinta, Pinzon, Santa

Cruz y San Cristébal (Gradstein et al., 1982).

Las Islas Gal&pagos son consideradas como un gran laboratorio natural, debido a
la gran cantidad de especies de flora y fauna endémica que se encuentran en ellas, asi
como por su importancia en estudios de evolucion. La diversidad y ecosistemas unicos
presentes en cada una de las islas son generados a partir del movimiento de la corriente
fria de Humboldt y la corriente calida de Panam@, que al chocar en la linea ecuatorial da
lugar a una época calida y lluviosa de enero a junio, y una época fria desde julio a
diciembre (Brewington, 2011). Debido a este factor y a la distancia de las islas con el
continente, han permitido que dentro del archipiélago se encuentren especies Unicas que

no se las puede encontrar en ningun otro ecosistema (Brewington, 2011).

Las Islas Galapagos fueron descubiertas por Fray Tomas de Berlanga en el afio
de 1535. De acuerdo con Brewington, (2011), aquellas plantas, animales e invertebrados

que llegaron a las Islas después de 1535 son considerados introducidos. En el viaje de
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Charles Darwin a las islas (300 afios después) varias especies ya se habian introducido a
las islas por via maritima en embarcaciones piratas y corrientes marinas. Algunas de
ellas se adaptaron al clima y se reprodujeron agresivamente, compitiendo con las
especies endémicas, por lo que fueron consideradas como especies invasoras (Porter,
1822; Mauchamp, 1997). Actualmente en las Islas Galdpagos se encuentran alrededor
de 825 especies vegetales introducidas, muchas de las cuales fueron llevadas a las Islas
por los primeros asentamientos humanos durante la época de 1800 y 1900. Este nimero
de especies introducidas es superior a las 552 especies nativas y endémicas de las islas
(Tye, 2001, 2002, 2006; Jaramillo et al., 2012). De las especies introducidas, se
considera que aproximadamente 30 especies son “agresivas” debido a su facil
colonizacion, ocupando extensas areas de superficie, facil dispersion y alta tasa de
germinacién, lo cual permite desplazar y afectar a las especies endémicas alterando su

estabilidad e influyendo en su diversidad genética (Itow, 2003)

La Isla Santa Cruz es la segunda isla més grande de Galapagos después de la Isla
Isabela. Se encuentra en el centro de las Islas Galdpagos, y presenta un area de 986 km?
y una altura de 864 msnm. De acuerdo con Humme (1993), la isla Santa Cruz se
encuentra dividida en diferentes zonas de vegetacion, las cuales son producto de la
variacion de la cantidad de Iluvias con respecto a la altura. La cantidad de lluvia en las
aridas tierras bajas se encuentra en un rango de 0-300 mm anualmente, mientras que en
la zona montafiosa el rango de lluvias es de 300 a 1700 mm. Asi mismo, el clima se
vuelve més frio y mas nublado con la altura. Las zonas de vegetacion se extienden en
un rango desde el desierto, bosque nublado hasta el paramo y las especies que se
encuentran en cualquiera de las areas estdn adaptadas al rango de las condiciones

ambientales encontradas para un area en particular. Las zonas de vegetacion de la isla
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Santa Cruz son: la zona costera, la zona arida, la zona de transicion, la zona de Scalesia,

la zona marrdn, la zona de Miconia, y la zona de pampa (Humme, 1993; Kricher, 2006).

La zona costera se caracteriza por la salinidad que se encuentra en el area, lo
cual limita el hébitat de plantas. El tipo de vegetacion encontrada generalmente presenta
habilidades de tolerancia a la salinidad y varian dependiendo del tipo de costa. Se
pueden encontrar hierbas, arbustos suculentos y manglares (Humme, 1993). Por otro
lado, la zona arida se caracteriza por ocupar las tierras bajas y la parte norte de la isla.
Presenta un bosque semidesértico dominado por arboles y arbustos como Bursera, y
especies tolerantes a la sequia como Croton scouleri, Opuntia y cactus Jasminocereus.
Es una de las zonas de vegetacidbn mas extensas y con gran cantidad de especies
endémicas. Entre la zona de Scalesia y la zona arida, se encuentra la zona de transicion.
Esta zona se encuentra dominada por especies como Pisonia floribunda y Psidium
galapageium las cuales son especies endémicas. Es una zona mas densa y diversa que la

zona érida (Mueller-Dombois & Fosberg, 2013).

En la parte alta norte de la isla se encuentra la zona de Scalesia, la cual se
encuentra dominada por el bosque de Scalesia, el cual es diverso y tiene tanto plantas de
Scalesia pedunculata como otras especies endémicas como P.galapageium. En la parte
mas alta y lluviosa se sitla la zona de la pampa donde se encuentran en su mayoria
hierbas y helechos. La zona marrén se encuentra entre el bosque de Scalesia y la zona
de Miconia; sin embargo, gran parte de esta zona se ha convertido en zona agricola
ocupada por plantas introducidas como Psidium guajava, Cinchona pubescens y Rubus

niveus. Por otro lado, la zona de Miconia se encuentra en el sur de la isla, y al igual que
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en la zona marrdn, han sido ocupadas por la zona agricola y la introduccion de plantas

(Humme, 1993; Kricher, 2006).

1.3 La Amenaza de las Especies Invasoras a Especies Endémicas

Las especies invasoras son aquellas que son transportadas de su lugar nativo a
una nueva region por asistencia humana, animal o natural (Cornel, 2016). Las especies
invasoras se caracterizan por presentar una mayor tasa de adaptacion debido a la
plasticidad fenotipica que presentan en relacion a las especies endémicas, lo cual les
permite realizar ajustes morfoldgicos y fisioldégicos para responder a cambios
ambientales. Las plantas invasoras presentan también altas capacidades adaptativas lo
cual les permite mantener un mayor fitness y habitar diversos ambientes y ecosistemas

(Monaco & Sheley, 2012).

Por lo tanto, las especies invasoras son consideradas como uno de los problemas
mas serios para la biodiversidad nativa. Los efectos a las plantas introducidas son
mucho mas fuertes en ecosistemas de islas, puesto que ecolégicamente las especies
endémicas evolucionan bajo una presién selectiva reducida a diferencia de las especies
que se encuentran en otras regiones (Heleno et al., 2012). Debido al aislamiento que se
generan en los ecosistemas insulares, los organismos que surgen del aislamiento
presentan una alta tasa de especiacion, lo cual puede causar que se vuelvan susceptibles
a la extincidn, puesto que no se encuentran preparados para competir con otras especies
introducidas agresivas o enfrentar cambios extremos en el ambiente causados por

efectos humanos (Randell et al., 2004).
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La competencia de las plantas endémicas con plantas introducidas agresivas, que
se adaptan facilmente a nuevos ambientes, puede afectar en gran medida a la
degradacion del habitat natural. Los efectos de la introduccion de especies agresivas en
ambientes con plantas endémicas insulares se han podido observar en varios lugares del
mundo como en Hawai, Mauritius y Galdpagos en donde el numero de plantas
introducidas llega a superar el nimero de plantas endémicas (Heleno et al., 2012).
Algunas de las islas que han resultado ser las més afectadas debido a la introduccion de
especies vegetales en las islas Galapagos son: Santa Cruz, San Cristobal, Floreana e

Isabela (Mauchamp, 1997).

A partir del siglo XX, gran cantidad del area de la isla Santa Cruz ha sido
ocupada por la agricultura, y muchas de las practicas agricolas han sido las responsables
de la introduccién de plantas a la isla. Algunas de las plantas introducidas son la
guayaba (Psidium guajava), la mora (Rubus ulmifolius), la pomarrosa (Syzygium
jambos) y la supirrosa (Lantana camara) (Chiriboga et al., 2006). En la actualidad, la
guayaba se ha convertido en una planta altamente invasora, lo cual representa un
problema, ya que altera la composicion del suelo y compite con otras plantas endémicas
(Brewington, 2011). De acuerdo con Veitch et al., (2002) la introduccién de esta planta
se dio a finales del siglo XIX en la isla San Cristébal por medio de los primeros
habitantes de las islas con fines agricolas y restringidas a pequefias plantaciones. Pero
fue a mediados de 1950 cuando las plantaciones se volvieron invasoras (Velasco, 2002).
Por otro lado, se asume que la introduccion de la guayaba en la isla Santa Cruz fue en
1930, volviendose invasora después de 40 afios de introduccion, con una rapidez mayor
que en la isla San Cristébal (Eckhardt, 1972). La facil dispersion de esta especie es

Ilevada a cabo por aves, cerdos, burros y ganado, permitiendo su introduccion tanto en
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zonas agricolas como dentro del Parque Nacional. Asimismo, uno de los dispersores de
semillas de Psidium guajava en la isla Santa Cruz son las tortugas, las cuales
transportan las semillas de P. guajava a traves de sus excretas a lo largo de las tierras
altas y humedas de la zona agricola (donde se encuentran plantas invasoras), hasta las
tierras bajas en las zonas de Scalesia y de transicion (donde se ubican especies
endémicas) generando un peligro para la flora endémica como P.galapageium (Blake et

al., 2012).

El género Psidium en Galapagos presenta una condicién Unica, puesto que tiene
tanto la especie endémica (Psidium galapageium) como la introducida (Psidium
guajava) en un solo lugar. Esto genera un gran interés y preocupacion debido a la
posibilidad de hibridacion que puede suceder entre ellas, y los posibles efectos
negativos para la especie endémica (Valdebenito, comunicacion personal, 2017). Un
claro ejemplo acerca de los efectos negativos a especies endémicas debido a eventos de
hibridacion se ha reportado en la isla del Socorro en México. En donde se ha
evidenciado la existencia de individuos hibridos entre la especie endémica Psidium
socorrense y la especie introducida Psidium sartonium, los cuales han generado una
reduccion de la poblacion y la diversidad genética de la especie endémica (Lopez-
Caamal et al., 2014) Es por esto que la presencia de Psidium galapageium y Psidium
guajava en la isla Santa Cruz ha generado retos y estudios para la erradicacion y control
de la especie invasora y la conservacion de la especie endémica (Tye, 2007). Debido a
la falta de estudios sobre la ecologia, distribucion y situacion actual de estas dos
especies, es importante realizar estudios de genética poblacional, mediante la

determinacion de la diversidad genética, que permitan conocer el estado actual de estas
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dos especies en la isla, asi como establecer programas de control y manejo de las

especies mediante la informacion que se obtenga.

1.4 Diversidad Genética y Bioldgica

La diversidad bioldgica o biodiversidad es la variabilidad de formas de vida que
habitan en un ecosistema determinado (IUCN, 1996). Dentro de esta diversidad se
encuentra la diversidad genética, la cual esta definida como la variacion de genes dentro
y entre especies. Esta diversidad genética puede ser comparada entre los individuos de
una poblacion, entre poblaciones dentro de la misma especie y entre especies (Glowka
et al., 1996). Toda la variacion de genes presentes en las especies son la materia prima
de la evolucion. La variacion genética moldea y define a los individuos, poblaciones,
subespecies y especies en el planeta. La diversidad genética entre los individuos permite
analizar la presencia de distintos alelos en un pool genético y permite determinar
diferentes genotipos entre las poblaciones. La diversidad genética existente entre
individuos pueden ser el resultado de mutaciones o recombinaciones; sin embargo,
eventos como la seleccién natural, el flujo génico y la deriva génica pueden provocar

cambios en la diversidad entre las especies (Eguiarte et al., 2010)

La variacidn genética juega un rol importante en la plasticidad fenotipica de las
especies, puesto que determina el potencial de respuesta para la supervivencia y
adaptacion a condiciones cambiantes (Mukhopadhyay & Bhattacharjee, 2016).
Asimismo, el nivel de diversidad genética es importante para conocer la situacion actual
en la que se encuentra una especie, puesto que al presentar un alto grado de diversidad
genética esta relacionada con una mayor capacidad de adaptabilidad a alteraciones o
presiones medioambientales, asi como la posibilidad de presentar caracteristicas Utiles

como la resistencia a enfermedades o patdgenos. Sin embargo, al disminuir el grado de
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variabilidad genética disminuye la capacidad de adaptarse y evolucionar frente a las
variables medioambientales, aumentando asi el riesgo de extincion (Caruso et al.,
2015). Por otro lado, la informacion sobre la diversidad genética de una especie es muy
importante para el desarrollo de estrategias y programas de conservacion de las
especies, es por esto que se encuentra siendo estudiada en varios campos de la Biologia,
como la Biologia de la Conservacion, asi como en Genética de Poblaciones mediante el
uso de técnicas moleculares y herramientas de analisis estadisticos (Mukhopadhyay &

Bhattacharjee, 2016).

1.5 Marcadores Moleculares

Los marcadores genéticos son muy utilizados hoy en dia y presentan un rol
importante para los estudios de variabilidad y diversidad de especies. Un marcador
genético es cualquier rasgo que permita representar las diferencias genéticas entre
organismos individuales o especies. Un tipo de marcador genético muy utilizado
actualmente son los marcadores de ADN o marcadores moleculares los cuales permiten
identificar los sitios de variacion en el ADN (Kordrostami & Rahimi, 2015). Los
marcadores moleculares son secuencias de nucleétidos polimdrficas que se encuentran
dispersas en el genoma y las mutaciones son detectadas mediante técnicas basadas en
PCR (Gostimsky et al., 2005). Estos marcadores permiten identificar diferencias en el
genoma partiendo de mutaciones en el ADN como mutaciones puntuales
(sustituciones), inserciones o deleciones, asi como de errores en la replicacion en
tandem de ADN (Paterson, 1996; Falque & Santoni, 2007; Zhu et al., 2008). Los
marcadores moleculares se diferencian de otros tipos de marcadores genéticos
(morfoldgicos y bioguimicos) debido que estos son selectivamente neutrales, puesto que

se encuentran en regiones no codificantes de ADN; asimismo, no son afectados por
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factores ambientales, presentan una mayor estabilidad y confiabilidad y no consumen

demasiado tiempo (Winter, 1995).

Los marcadores moleculares se encuentran divididos en dos categorias
principales: los marcadores moleculares basados en PCR y marcadores moleculares
basados en técnicas de hibridacién (Schulman, 2007). Entre algunos de los marcadores
moleculares que estan basados en PCR se encuentran los RAPDs (Random amplified
polymorphic DNA), ISSRs (Inter-Short Sequence Repeats) y AFLPs (Amplified
fragment length polymorphism) los cuales se caracterizan por ser marcadores
dominantes, por lo que no permiten identificar individuos homocigotos o heterocigotos,
asi como por presentar una baja replicabilidad (DeVienne, 2003). Otros marcadores
dependientes de PCR son los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) y los
microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeat), los cuales son marcadores
codominantes que si permiten diferenciar entre individuos homocigotos y heterocigotos,

brindando una gran ventaja al momento de obtener informacion (Paterson, 1996).

1.6 Marcadores Microsatélites

Los marcadores microsatélites son secuencias cortas que se repiten en tandem de
1-6 pb, las cuales no se repiten solo en un locus particular, sino que se encuentran
distribuidas en loci gendmicos diferentes (Tautz & Renz, 1984). Los patrones mas
comunes de repeticiones en los genomas de plantas son (AT)n, (GA)n y (GAA)n, donde
n se refiere al numero de repeticiones los cuales pueden ir de 10 a 100 repeticiones
(Queller et al., 1993). Los marcadores microsatélites presentan varias ventajas que los
convierten en marcadores moleculares de eleccidn, pues se caracterizan por tener un
alto nivel de polimorfismo genético, son codominantes (permitiendo diferenciar entre

individuos homocigotos y heterocigotos), permiten diferenciar alelos facilmente, se
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encuentran ampliamente distribuidos en el genoma, son de bajo costo en relacion a otros

marcadores, presentan seleccion neutral y son altamente reproducibles (Dudley, 1993).

La técnica para la utilizacion de marcadores microsatélites se basa en la
amplificacion mediante PCR, en la cual se utilizan primers especificos que se van a
hibridar en regiones conservadas que flanqueen la region de la secuencia de ADN (que
tiene las secuencias repetitivas) (Masuelli, 1999). A pesar de que esta técnica es
relativamente sencilla, la desventaja radica en que para el disefio de primers especificos
es necesario el conocimiento del genoma completo de la especie que se pretende
estudiar (Masuelli, 1999). Sin embargo, en la actualidad, se han desarrollado cientos de
primers microsatélites especificos para varias especies tanto de plantas como de
animales, asi como se utilizan primers heterélogos entre especies cercanamente
emparentadas (Nogueira et al., 2016; Kanupriya et al., 2011). Los marcadores
microsatélites son muy utilizados para determinar las variaciones genéticas existentes
en el genoma de una especie determinada, por lo cual presentan una serie de
aplicaciones en genética vegetal, mejoramiento genético, asi como en estudios de

estructura poblacional y relaciones filogenéticas (Joshi et al., 1999).

Anteriormente, para la identificacion y posterior analisis de los microsatélites se
separaban los productos de la amplificacion en geles de poliacrilamida con tincién de
plata. Sin embargo, esta técnica resultaba demorosa y laboriosa, por lo que en la
actualidad se ha desarrollado el genotipado con fluorescencia que permite marcar cada
primer con un fluoréforo especifico (VIC, 6FAM, PET, NED) y analizar los
microsatélites mediante los resultados obtenidos por electroforesis capilar. No obstante,

el uso de primers marcados directamente con fluoréforos puede resultar costoso, por lo
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cual se ha desarrollado el protocolo de tres primers. Este protocolo consiste en el uso de
un oligonucleotido o cola universal el cual estd marcado con un fluordéforo especifico,
un primer forward especifico modificado con la secuencia de la cola universal en el
extremo 5’ complementaria a la secuencia del primer universal y un primer reverse
especifico. Durante la reaccion de PCR, el primer forward modificado con la secuencia
se va a encontrar en menor concentracion en relacion a los otros dos primers, por lo que
se va a agotar y en los ciclos posteriores se va a incorporar el primer universal marcado
con fluoréforo generando fragmentos marcados con el fluor6foro. Al finalizar, los
productos de PCR marcados con fluoréforos pueden ser diferenciados mediante
electroforesis capilar que va a permitir separarlos por tamafios mediante la deteccién de

fluorescencia (Blackett et al., 2012).

En el presente estudio se disefié y estandarizé un protocolo de amplificacion
para 15 primers microsatélites especificos de Psidium galapageium con el objetivo de
evaluar la diversidad genética de la poblacién de esta especie endémica en la isla Santa
Cruz, Galapagos. Se analizaron 87 individuos de P. galapageium de 17 localidades de

la isla para conocer el estado actual de esta especie.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Determinar la diversidad genética de la poblacién de Psidium galapageium de la isla
Santa Cruz, Galapagos, empleando primers microsatélites especificos como marcadores

moleculares.
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2.2. Objetivos Especificos

a) Disefiar marcadores microsatélites especificos para P.galapageium a partir de su
genoma secuenciado.

b) Seleccionar y sintetizar 30 marcadores microsatélites especificos para
P.galapageium.

c) Estandarizar el protocolo de amplificacion para los marcadores SSRs seleccionados
de P. galapageium mediante el método de los tres primers (Blackett et al., 2012).

d) Analizar la estructura poblacional y la diversidad genética en la poblacién de
P.galapageium en la isla Santa Cruz, Galapagos.

e) Comparar la diversidad genética de P.galapageium de la isla Santa Cruz con la

diversidad genética de P.galapageium de la isla San Cristébal.

3. AREA DE ESTUDIO

Para la realizacion del presente estudio se recolectaron muestras de Psidium
galapageium en 17 localidades de la isla Santa Cruz, Galapagos, Ecuador (Los
Gemelos, Granillo Rojo, Tomés de Berlanga, Salasaca, Camote, Manzanillo, Cascajo,
Los Guayabillos, Chato, Parque Artesanal, Occidente, Garrapatero, Bellavista, Cerro
Mesa, Elias Cando, Pajaro Brujo y Caseta). En cada localidad se recolectd de 2 a 5
hojas de P. galapageium obteniendo un total de 93 individuos que cubrian todas las

localidades antes mencionadas.

La extraccion, cuantificacion y diluciones de ADN se realizo en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Galapagos Science Center (GSC), ubicado en la isla San
Cristobal. La amplificacion de microsatelites, genotipificacion y analisis estadisticos de

los datos obtenidos de las muestras de P.galapageium se realizo en el Laboratorio de
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Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. La electroforesis
capilar para la identificacion de alelos mediante deteccion de fluorescencia se realizd

mediante envios de placas a Macrogen, Corea.

4. JUSTIFICACION

Las islas Galapagos son consideradas laboratorios naturales debido a la amplia
variedad de especies endémicas que poseen. Este alto nivel de endemismo encontrado
en las islas se debe al aislamiento del archipiélago, el cual ha permitido la evolucion y
adaptacion de especies en condiciones ambientales particulares y con una baja tasa de
depredadores. Sin embargo, estas mismas caracteristicas han generado que los
ecosistemas de las islas se vuelvan fragiles frente a las perturbaciones provocadas por el
ser humano, como la sobre explotacion de recursos forestales propios de las islas,
fragmentacion de bosques nativos, asi como la introduccion de plantas o animales desde
el continente con fines agricolas o ganaderos, que ponen en riesgo a especies endémicas

y nativas de las islas (Hamman, 1984; Lawesson, 1990; Itow, 2003).

De acuerdo con anteriores investigaciones se calcula que en las Islas Galapagos
se encuentran alrededor de 825 especies vegetales introducidas (Jaramillo et al., 2012),
de las cuales 30 son consideradas agresivas debido a su alto indice de dispersion,
germinacion y su capacidad de ocupar amplias superficies llegando a desplazar a
especies endémicas tanto animales como vegetales (Itow, 2003). Una de las islas donde
se ha reportado gran cantidad de introduccion de especies es en la isla Santa Cruz, la
cual también es considerada como una de las islas mas pobladas del archipiélago

(Brewington, 2011).
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Esta creciente introduccion de especies en la isla Santa Cruz, ha generado gran
preocupacion puesto que actualmente tanto la especie endémica Psidium galapageium
como la especie introducida Psidium guajava coexisten en la misma isla. Psidium
galapageium es una especie endémica de las islas Galdpagos, que se encuentra
catalogada como amenazada (Walter & Gillet, 1998; Tye, 2007). A pesar de la falta de
informacion y estudios sobre esta especie, se ha reportado que es de gran importancia
para otras comunidades de las islas, como los pinzones que utilizan los extractos de sus
hojas como repelente contra moscas invasoras (Cimadom et al., 2016). Por otro lado, la
especie Psidium guajava es una especie que fue introducida en la isla Santa Cruz en
1930 con fines agricolas; sin embargo, actualmente est considerada como altamente

invasora debido a su gran capacidad de expansion y adaptacion (Walsh et al., 2007).

La presencia de estas dos especies en la isla, ha causado gran interés debido a los
efectos negativos que puede generar la especie invasora a la especie endémica
(Valdebenito, comunicacion personal, 2017). Dado que estas dos especies pertenecen al
género Psidium, la naturalizacion y simpatria entre estas especies puede ocasionar una
hibridacion natural entre ellas. Lo cual puede afectar a que la especie endémica deje de
producir descendencia de su propia especie y genere hibridos con la especie introducida,
afectando su diversidad genética y su fitness (Huxel, 1999). Este hecho se ha
evidenciado en otras especies endémicas e invasoras del género Rubus (Rubus
hawaiensis y Rubus niveus) en la isla de Hawai, asi como en especies del género
Psidium (Psidium socorrense y Psidium sartonium) de la isla del Socorro, donde las
especies endémicas han perdido idoneidad debido a una mejor adaptacion de los
hibridos generados con las especies invasoras (Randell et al., 2004; Lépez-Caamal et

al., 2014). Por lo que ejemplos como estos, permiten comprender la importancia de
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documentar la situacion actual y las relaciones moleculares/genéticas entre las especies

endémicas e invasoras de un mismo género.

Es por esto que el realizar estudios de diversidad genética permite obtener
informacion til para conocer el estado actual de la especie Psidium galapageium y de
esta forma generar programas para su conservacion, asi como programas de control y
manejo de especies invasoras que son consideradas agresivas, como Psidium guajava.
De igual forma, este tipo de estudios permiten complementar y contribuir a la
informacion obtenida por otros analisis referentes a las especies Psidium galapageium y
Psidium guajava llevadas a cabo en otras islas del archipiélago (Ponce, 2014; Ponce,

2016; Urquia 2017; Torres & Mena, 2018).

5. MATERIALES

5.1. Material Vegetal

e Hojas de 93 individuos de P. galapageium recolectados en 17 localidades de la isla
Santa Cruz (Anexo 1)

Granillo Rojo: 10 muestras
Los Gemelos: 7 muestras
Salasaca: 6 muestras
Camote: 6 muestras

Cerro Mesa: 3 muestras
Cascajo: 7 muestras
Garrapatero: 6 muestra
Bellavista: 6 muestras
Tomas de Berlanga: 7 muestras
10. Parque Artesanal: 7 muestras
11. Los Guayabillos: 6 muestras
12. Occidente: 6 muestras

13. Manzanillo: 6 muestras

14. Pajaro Brujo 1 muestra

15. Elias Cando: 2 muestras

16. Chato: 6 muestras

17. Caseta: 1 muestra

©CoNoak~wWNE



5.2 Extraccion de ADN

Hojas de los individuos de P. galapageium muestreados
Mortero y pistilo

Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
Cloroformof/alcohol isoamilico 24:1

Buffer de extraccion CTAB 2X

Isopropanol 91% (Merck)

TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

Tubos Eppendorf 1.5mL

2, B-mercaptoetanol

Etanol 70%

5.3 Cuantificacion y dilucion de ADN

ADN extraido de P. galapageium
UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)

TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)

5.4 Electroforesis en geles de agarosa

UltraPure™ Agarose (Invitrogen)

TBE 1X (Tris-base-Acido Borico-EDTA)

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)

UltraPure™ Distilled Water

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)

Camara de electroforesis Enduro Gel XL ( Labnet International)
Fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad)

5.5 Amplificacion de regiones microsatélites mediante PCR

ADN diluido de P. galapageium (concentracion de 20ng/pul)

15 pares de primers SSR especificos para Psidium galapageium (Tabla 2)
Taq DNA polimerasa Platinum 5U/ul (Invitrogen).

Buffer PCR 10X (Invitrogen).

MgCI2 50mM (Invitrogen).

UltraPure™ Distilled Water (GIBCO).

dNTP’s 10 mM (Invitrogen).

Cola universal A (5" GCTCCCTCGCCCA) marcada con distintos fluoréforos.

(6FAM, NED, PET, VIC) (Invitrogen).
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).
T100 Thermocycler (BioRad).

BSA (Thermo Fisher Scientific)

31
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5.6. Genotipado en Placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems ®)

e 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems ®)
e Software GeneMarker ® (SoftGenetics LLC, 2012)

5.7. Andlisis de datos

Software R-studio (RStudio Team, 2015)

Software STRUCTURE 2.3.4. (Pritchard et al., 2004)
Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2012)
Software CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg, 2007)
Software distruct (Rosenberg, 2004)

Software Coancestry (Wang, 2011)

Microsoft Excel ®

Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010)

GenAlex (Peakall & Smouse, 2012)

6. METODOS

6.1 Recoleccion de muestras de P. galapageium en la isla Santa Cruz

Se recolectaron muestras de P. galapageium en la salida de campo que se realiz
en mayo del 2015. Se recolectaron de 2 a 5 hojas de un total de 93 individuos de
guayabillo distribuidos en distintas localidades de la isla Santa Cruz. Las hojas fueron
obtenidas de las siguientes localidades: Granillo Rojo, Los Gemelos, Salasaca, Camote,
Cerro Mesa, Cascajo, Garrapatero, Bellavista, Tomas de Berlanga, Parque Artesanal,
Los Guayabillos, Occidente, Manzanillo, Pajaro Brujo, Elias Cando, Chato, Caseta
(Figura 1). Se tomaron las coordenadas mediante un GPS de cada uno de los individuos
muestreados, se almacend el material vegetal en fundas plasticas y posteriormente

fueron mantenidos en congelacion a -20°C.
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6.2 Extraccion de ADN

El ADN de las hojas de P. galapageium se extrajo mediante la utilizacion del
buffer CTAB de acuerdo al protocolo descrito por Saghai y Maroof (Saghai-Maroof,
1984). Primeramente, se tomaron 25 mg de hoja, y se trituré con ayuda del pistilo en el
mortero previamente desinfectado con etanol al 70%. El material vegetal triturado de
cada individuo se lo colocd en diferentes tubos Eppendorf de 1.5 ml. En éstos se afiadid
800 ul de buffer CTAB, el cual es un detergente catidnico utilizado para la extraccion
de &cidos nucleicos que se encarga de formar complejos con proteinas. Posteriormente
se agregd B-mercaptoetanol, el cual se encarga de romper los puentes disulfuro que se
encuentran en las proteinas. Luego se incub6 en la cdmara de arena a 62°C por una hora
y se agitaron los tubos cada 10 minutos. Al finalizar la incubacién se coloc6 500 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se pudo observar la formacion de dos fases, una
fase acuosa donde se encontraban los acidos nucleicos y una fase donde se encontraban
las proteinas. Se dejo reposar por veinte minutos y luego se centrifug6é por veinte
minutos a 13 800 rpm. Con la ayuda de una micropipeta se separé la fase acuosa y se la
trasladé a otros tubos Eppendorf de 1.5 ml. Para la precipitacién del ADN se afiadio
alcohol isopropilico y se agité delicadamente los tubos. Posteriormente se centrifugaron
los tubos de 2 a 5 minutos a 5000 rpm hasta obtener la formacion del pellet, en el cual
se encontraba el ADN. Luego se descartd el sobrenadante y se procedio al lavado del
ADN con etanol al 70% con la finalidad de que el pellet pueda despegarse de la pared
del tubo. Posteriormente se descart6 el sobrenadante y se puso a secar el tubo en la
camara de flujo laminar con el fin de que el pellet quede sin residuos de etanol. Al
finalizar el secado se resuspendié el ADN del pellet en 50 ul de TE y se lo almacené a

una temperatura de -20°C.
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6.3 Preparacion de Muestras

Luego de extraer el ADN de cada muestra se procedié a cuantificar la
concentracion de ADN, asi como su calidad en relacion a la concentracion de
contaminantes proteicos y fenodlicos mediante espectrofotometria utilizando el
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Al finalizar se comprob6 la
integridad del ADN extraido de cada muestra mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% (Anexo 1). Posteriormente se diluyeron las muestras a una

concentracion de 20 ng/ul.

6.4. Disefio de primers especificos para P.galapageium

Para el disefio de primers especificos para Psidium galapageium se conté con la
colaboracion de la Dra. Jennifer Rowntree, Manchester Metropolitan University, quien
se encargd del secuenciamiento del genoma de la especie P.galapageium. Para el
secuenciamiento de P. galapageium se utilizé una muestra de ADN de esta planta y se
secuencié (Paired-end sequencing) mediante la ayuda de la plataforma Illumina MiSeq
(Genetics Core Facility, University of Manchester). Posteriormente, las lecturas
resultantes de esta plataforma pasaron a un proceso de filtrado con la herramienta para
llumina, Trimmomatic v0.30 (Lohse et al., 2012) y se recortaron con la funcion ‘sliding
window’ con la finalidad de disminuir el nimero de lecturas y mejorar su calidad
obteniendo aproximadamente 2 x 1 783 686 lecturas. Luego se procedi6 a la
identificacion de los microsatélites y sus regiones flanqueantes (PALS), mediante el
programa PAL_finder v.0.02 (Castoe et al. ,2012; Griffiths, 2013), al cual se lo
configuro para que busque un minimo de ocho unidades repetidas con motivos de 2-6
nucleotidos. El disefio de primers se realizd mediante el programa Primer 3 (Koressaar

& Remm, 2007; Untergasser et al., 2012). Los parametros para el disefio de los primers
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utilizados en el programa fueron en base a las recomendaciones del protocolo Type-it
Microsatellite PCR kit (Qiagen, Germany) el cual incluia el contenido de CG de 40-
60%, nimero Gptimo de pares de bases entre 21-30 pb, temperatura 6ptima de melting
(Tm) de 62°C, temperatura minima de melting (Tm) 59°C, temperatura maxima de

melting (Tm) 65°C, diferencia m&xima de Tm entre pares de primers de 3°C.

Después de los parametros establecidos se generé una lista de loci
microsatélites, de los cuales se seleccionaron 30 loci que tengan motivos de 3-4
nucledtidos. Posteriormente se sintetizaron los primers para cada uno de los 30 loci,
agregando en los primers forward la secuencia correspondiente a la Cola A (Tail A)
(Blackett et al, 2012) para poder realizar la técnica de los tres primers durante la

amplificacion.

6.5 Estandarizacion de primers especificos para P. galapageium

Se realizé la estandarizacion de la temperatura de annealing de los 30 pares de
primers mediante PCR con 10 muestras de ADN del Anexo 2. El programa de
amplificacion para la estandarizacion se baso en las condiciones descritas en Schuelke
(2000) con modificaciones, para lo cual se utilizd el siguiente protocolo en cada
reaccion: se utilizé un volumen total de 10 ul con 20 ng de ADN, Buffer de PCR 1x, 0,2
UM de dNTPs, 2,5 mM MgCl; (Invitrogen, California, USA), 1mg/L BSA, 0,5 mM de
Primer Reverse y Primer marcado con uno de los fluoréforos (VIC, 6FAM,PET O
NED) y 0,15 Mm Primer Forward modificado con la Cola A, 1 U de Taq Polimerasa
Platinum. EIl programa de termociclado utilizando el termociclador T100 BioRad fue de
35 ciclos, con los siguientes pasos: Denaturacion inicial a 95°C durante 15 minutos,

denaturacion a 94°C durante 30 segundos, 1 minuto y 30 segundos de Annealing
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(gradiente de temperaturas de 59°C-67°C), Elongacion a 72°C durante 1 minuto, y

Elongacidn final a 72°C. durante 5 minutos.

Posterior a la estandarizacion de temperaturas se realizo electroforesis en geles
de agarosa al 1.5% para observar el producto amplificado. Las muestras resultantes
fueron enviadas a Macrogen Corea para su genotipado. Con los resultados obtenidos del
genotipado se seleccionaron los primers mas polimoérficos en base al nimero de alelos

encontrados y con mayor éxito de amplificacion.

6.6 Amplificacion con 15 primers especificos para P.galapageium

De los 30 primers iniciales se seleccionaron 15 primers SSR que resultaron ser
mas polimorficos y con mayor éxito de amplificacion, y se procedio a la amplificacion
por PCR seleccionando 87 de las 93 muestras de ADN de P.galapageium. Las muestras
seleccionadas presentaron mayores concentraciones y mejor calidad de ADN. Para la
amplificacion con todas las muestras se utilizo el protocolo mencionado en la
estandarizacion de primers: se utiliz6 un volumen total de 30 ul con 60 ng de ADN,
Buffer de PCR 1x, 0,2 uM de dNTPs, 2,5 mM MgCl, (Invitrogen, California, USA),
1mg/L BSA (el cual resulté ser un buen compuesto aditivo aumentando la actividad de
la polimerasa y actuando en contra de inhibidores que podian afectar la PCR), 1 U de
Taq Polimerasa Platinum, 0,5 mM de Primer Reverse y Primer marcado con uno de los
fluoréforos (VIC, 6FAM,PET O NED) y 0,15 Mm Primer Forward modificado con la
Cola A. El programa de termociclado utilizando el termociclador T100 BioRad fue de
35 ciclos, con los siguientes pasos: Denaturacion inicial a 95°C durante 15 minutos,
denaturacion a 94°C durante 30 segundos, 1 minuto y 30 segundos de Annealing
(temperatura estandarizada dependiente del primer utilizado) (Tabla 2), Elongacion a

72°C durante 1 minuto, y Elongacion final a 72°C durante 5 minutos.
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La amplificacion de cada una de las muestras con los distintos primers se
verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, colocando 4 ul de producto
de PCR con 3 ul de Blue Juice 10X (Invitrogen) y 1 ul de Ladder 100 pb, y se corrio el

gel a 100 voltios por 30 minutos (Anexo 3).

6.7 Genotipado de los individuos de P.galapageium amplificados

Tras verificar la amplificacion de cada uno de los individuos de P.galapageium
se procedio al envio de las placas a Macrogen, Corea. La preparacion de las placas
consintié en colocar 40 ul de producto de PCR en total (10 ul de cuatro distintas
reacciones marcadas con cuatro fluoréforos diferentes) en cada pocillo. Al completar la
preparacion de las placas, estas fueron enviadas a Macrogen, Corea para su genotipado.
El genotipado se realizé mediante el secuenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®). Este secuenciador permite identificar los genotipos de cada individuo
para cada uno de los loci microsatélites mediante electroforesis capilar. Este método
consiste en separar los fragmentos por tamafio y desplazarlos hacia un rayo de laser el
cual va a emitir una sefial de fluorescencia. Esta sefial es separada mediante un sistema
de difraccion y con la ayuda de una cdmara CCD se va a detectar la fluorescencia. La
emision de sefial de fluorescencia es convertida en datos digitales los cuales van a estar
almacenados en archivos con formato .fsa compatibles con el software GeneMarker®
(SoftGenetics LLC, 2012), con el cual se analizaron los datos. Este programa permitid
determinar el tamafio de los pares de bases de los alelos de cada individuo, mediante la
visualizacion de picos de fluorescencia, generados con el secuenciador con relacion al

ladder 500 LIZ utilizado (Anexo 4).
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6.8 Analisis de datos

Con cada uno de los tamafios obtenidos en la identificacion de genotipos se
realiz6 una matriz codominante en la cual se agruparon a los 87 individuos (de las 17
localidades) en 6 subpoblaciones (similares a las realizadas por Urquia (2017)) para
facilitar los andlisis a realizarse. El criterio para formar las subpoblaciones fue la
cercania geografica en las que se encontraban, puesto que varias localidades se
encontraban muy cercanas entre si, por lo que facilmente pudieron ser consideradas
como un solo grupo. La matriz resultante fue utilizada para cada uno de los analisis
realizados. Las 6 subpoblaciones se realizaron agrupando a las localidades mas
cercanas, es decir a aquellas que se encontraban aproximadamente a 2 km de distancia
entre si. Las 6 subpoblaciones son: Norte (agrupando a las localidades Granillo Rojo y
Los Gemelos ubicadas al Norte de la isla), Noroeste (agrupando a la localidad de
Salasaca ubicada al Noroeste de la isla) Noreste (localidades Camote y Cerro Mesa
ubicadas al Noreste de la isla), Este (localidades de Cascajo y Garrapatero ubicadas al
Este de la isla), Sur Centro (localidades de Bellavista, Tomas de Berlanga, Los
Guayabillos, Occidente, Parque Artesanal y Elias Cando) y Suroeste (agrupando a las
localidades Manzanillo, Chato, Caseta y Pajaro Brujo ubicadas al suroeste de la isla)

(Tabla 1).

Se debe tomar en consideracion que para la construccién de la matriz y para los
analisis de datos realizados se considerd el mismo criterio de diploidia, utilizado en el

estudio de P.galapageium de la Isla San Cristdbal (Ponce, 2016).
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Mediante el programa R Studio (RStudio Team, 2015) se realizaron los anélisis
de diversidad genética de P.galapageium, calculando el numero de alelos,
heterocigosidades esperadas (He) y observadas (Ho). Ademas, para conocer qué tan
informativos son los loci utilizados se calculé el indice de PIC (Polymorphic
Information Content). Asimismo, se analiz6 la distribucion de la diversidad genética y
estructura poblacional para lo cual se calcularon los valores de Fst y se realizé un
Anélisis de Coordenadas Principales (PCoA) con los individuos analizados en la isla
Santa Cruz, asi como un arbol Neighbour Joining (NJ) sin raiz. Por otro lado, mediante
la ayuda del software GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012) se calcul6 los alelos

privados de cada una de las subpoblaciones.

Con el objetivo de tener valores reales de riqueza alélica y de alelos privados se
utilizé el software HP-RARE 1.0 (Kalinowski, 2005; Urquia, 2017). Este software
permiti6 compensar la disparidad de los tamafios de muestras de las diferentes
subpoblaciones y obtener tamafios mas homogéneos, estableciendo un ndmero de
individuos de N=13 (valor obtenido calculando la mediana del ndmero total de
individuos muestreados en todas las subpoblaciones). De esta manera se corrigio
mediante la técnica estadistica de rarefaccion tanto el numero de alelos, como los alelos

privados en cada subpoblacién (Kalinowski, 2005; Urquia, 2017).

Por otro lado, se realizd un Analisis de inferencia bayesiana mediante el
software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2004) con el objetivo de evaluar el
numero de linajes posibles (K) y la estructura poblacional de P.galapageium en la isla
Santa Cruz. Para este analisis fue necesario modificar la matriz agrupada en

subpoblaciones, con la finalidad de hacerla compatible con el formato STRUCTURE
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(.txt). En este analisis se realizaron dos corridas. La primera corrida se realiz6 con K=1
hasta K=17 , por 10 iteraciones con un burnin de 10000 y MCMC (Markov Chain
Monte Carlo) de 100000. Posteriormente, los resultados fueron analizados en Structure
Harvester (Earl & vonHold, 2012) para establecer el valor éptimo de K. Después de
establecer el K optimo se realiz6 una segunda corrida en el software STRUCTURE con
los siguientes pardmetros: K=1 hasta K=7 (el cual contenia los dos mejores K) por 20
iteraciones con un burnin de 100000 y MCMC (Markov Chain Monte Carlo) de
1000000, los resultados obtenidos en esta segunda corrida fueron analizados
nuevamente en Structure Harvester para obtener la K dptima. Posteriormente, con la
ayuda del software CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg, 2007), se recopilaron vy
alinearon todas las iteraciones de los dos mejores K, y mediante el software distruct

(Rosenberg, 2004), se genero el gréfico final.

Adicionalmente, se utiliz6 el programa Coancestry (Wang, 2011) para evaluar el
nivel de parentesco entre los individuos de las poblaciones analizadas. Se utilizo el
indice de Wang para estimar los coeficientes de coancestro (Oxy) para cada
subpoblacion. Por otro lado, se estimé el nivel de endogamia (inbreeding) entre los
individuos de las subpoblaciones de P.galapageium mediante el programa R Studio

(RStudio Team, 2015).

Mediante el software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) se realiz6 una
prueba de Mantel para observar si existe una correlacion entre las distancias geograficas
y genéticas, asi como un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para las

subpoblaciones establecidas.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de muestras y cuantificacion

Se logrd extraer ADN de 93 muestras de P.galapageium colectadas en la Isla
Santa Cruz en 17 localidades. En la cuantificacion realizada, el ADN obtenido en cada
una de las muestras fue de buena calidad y las concentraciones obtenidas variaban entre
144 ng/UL- 1007 ng/UL (Anexo 2), la integridad y calidad del ADN genémico se
confirmd mediante la electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, en los cuales se

evidencio la presencia de bandas claras para todas las muestras (Anexo 1).

7.2 Disefio de primers especificos para P.galapageium

Se obtuvo 366 loci microsatélites con motivos de 2, 3 y 4 pares de bases. De
estos loci resultantes, se seleccionaron 30 loci que presentaron una longitud de
secuencias forward y reverse de 20 a 25 pares de bases y motivos de 3 a 4 nucleétidos
(Anexo 5). Esta seleccidn se realizo, puesto que los motivos de 1 a 2 nucle6tidos pueden
generar picos falsos al momento del genotipado, debido a la generacion de stutter bands
(0o bandas de tartamudeo) por el deslizamiento de la Tag polimerasa durante la
amplificacion (Guichoux et al., 2011; Schwengel et al, 1994). Adicionalmente, para la
sintesis de estos 30 primers se agreg0 la cola A en el extremo 5’ de las secuencias

Forward (Blackett et al., 2012).

7.3 Estandarizacion y amplificacion con primers especificos para P. galapageium

De los 30 primers sintetizados se logro obtener una estandarizacion exitosa de
21 primers microsatélites. De los 9 pares restantes sin estandarizacion exitosa, los

primers GYB1, GYB10, GYB16 y GYBL17 presentaron inespecificidades, mientras que
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con los primers GYB2, GYB13, GYB19, GYB24 y GYB28 no se obtuvo amplificacion,

a pesar de cambiar las condiciones de PCR y temperaturas de annealing.

De los 21 primers con estandarizacion exitosa se seleccionaron 15 primers para
la amplificacion con 87 muestras de P.galapageium seleccionadas (Anexo 5). La
seleccion de estos 15 primers se realizd en base a los resultados obtenidos en el
genotipado de las 10 muestras utilizadas para la estandarizacion de los 30 primers
(Seccion 6.5). En los cuales, los 15 primers seleccionados presentaron una
amplificacion exitosa y generaron picos con fluorescencia detectable que permitieron

identificar un alto nimero de alelos.

Al realizar la amplificacion de los 15 primers seleccionados con las 87 muestras
de P.galapageium de la Isla Santa Cruz se encontr6 un total de 99 alelos. Todos los 15
loci resultaron ser polimorficos, de los cuales, GYB14 y GYB18 presentaron el mayor
namero de alelos (11), mientras que GYB4 present6 el menor nimero de alelos (3). En
los loci restantes se encontrd un rango de 5 a 8 alelos. En promedio se encontré un total

de 6.6 alelos para los 15 loci analizados (Tabla 2).

Por otro lado, se calcul6 el valor PIC, el cual se encarga de medir el indice de
contenido polimorfico en un locus determinado. Este indice se mide en un rango de 0 a
1, donde: valores de PIC mayores a 0.5 indican un alto nivel de polimorfismo, valores
de PIC entre 0.25 y 0.5 son considerados moderadamente informativos; mientras que
valores menores a 0.25 son considerados poco informativos (Botstein et al., 1980;
Ceballos-Aguirre et al., 2017). De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar

que 11 de los 15 primers utilizados (GYB3, GYB4, GYB5, GYB8, GYB9, GYB14,
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GYB18, GYB21, GYB23, GYB25, GYB29) resultaron ser altamente informativos
(valores PIC mayores a 0.5), mientras que los 4 primers restantes (GYB6, GYB7,
GYB22, GYB27) resultaron ser moderadamente informativos (valores PIC entre 0.25 y

0.5) (Tabla 2).

7.4 Analisis de Datos:

7.4.1 Diversidad genética

Algunos de los pardmetros utilizados para medir la diversidad genética de
P.galapageium fue el nimero de alelos encontrados en cada una de las subpoblaciones
establecidas (Tabla 1), asi como los indices de heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He) y el nimero de alelos privados. Como se puede observar
en la Tabla 3 tanto el numero de alelos, como los alelos privados fueron corregidos por
rarefaccién, con la finalidad de obtener valores mas reales y generar subpoblaciones con
tamafos de muestra mas homogéneas, compensado asi los tamafios de muestras

desiguales.

De acuerdo con los valores corregidos en la Tabla 3, la subpoblacién del Norte
(Granillo Rojo y Los Gemelos) presenta la mayor cantidad de alelos (67 alelos),
mientras que la subpoblacion de Noroeste (Salasaca) presenta la menor cantidad de
alelos (39 alelos). En cuanto a los alelos privados corregidos se puede observar que
todas las subpoblaciones presentan entre 1 a 7 alelos exclusivos. La subpoblacion que
mas alelos exclusivos presenta es la del Norte (7 alelos privados), mientras que la que

menos alelos presenta es la del Noroeste (1 alelo privado).
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La heterocigocidad observada (Ho) varid en un rango de 0.53-0.61 en las
muestras analizadas. EI mayor valor de heterocigosidad observada se encontrd en la
subpoblacion del Noreste (Camote y Cerro Mesa) (Ho=0.61), mientras que el menor
valor se encontré en las subpoblaciones de Noroeste (Salasaca) y Este (Cascajo y
Garrapatero) (Ho=0.53). Por otro lado, la heterocigocidad esperada (He) varié en un
rango de 0.45-0.64. ElI menor valor de heterocigosidad esperada se encontré en la
subpoblacion del Noroeste (Salasaca) (He=0.45), mientras que el valor mas alto de
heterocigosidad esperada se encontrd en la subpoblacion del Norte (Granillo Rojo y Los

Gemelos) (He=0.64) (Tabla 3).

La heterocigosidad esperada global de la poblacion de P.galapageium en la Isla
Santa Cruz fue de He=0.618, mientras que la heterocigosidad observada global fue de
Ho= 0.56 (Tabla 4). Para determinar la diversidad genética se utiliza el indice de
heterocigosidad esperada, el cual se mide en un rango de 0 a 1. Mientras més cercano a
1 es el valor, la diversidad genética es més alta (Donaldson et al., 2015). Debido a que
el valor de heterocigosidad esperada es de 0.618, cercano a 1, se puede determinar que
la diversidad genética de P.galapageium en la isla Santa Cruz es moderadamente alta.
Otros estudios como el de Turchetto et al. (2016) también reporta una diversidad
moderadamente alta Petunia secreta en la cual se obtuvo un valor de heterocigosidad

esperada de 0.63 con 15 primers SSR

Mediante el Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) realizado para conocer
en donde se ubica la mayor variacion genética, se pudo evidenciar que la mayor
variacion se encuentra en un 94.72% dentro de las subpoblaciones y en un 5.27% entre

las subpoblaciones (Tabla 5).
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7.4.2 Agrupamiento de los individuos de acuerdo a su diversidad genética

En el Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) realizado con las
subpoblaciones (Figura 2) se sugiere que los individuos muestreados se agrupan en tres
grupos (mostrados en circulos de color verde, rojo y amarillo). En el grupo de color
verde se encuentran mayoritariamente los individuos de las subpoblaciones del Este,
Sur Centro y Este. En el grupo de color rojo se encuentran los individuos de las
subpoblaciones del Este, Surcentro, Norte, Noroeste y Suroeste. Mientras que en el
grupo de color amarillo se encuentran los individuos de las subpoblaciones del Noreste,
Surcentro y Este. Por lo tanto, de acuerdo con el gréfico se puede evidenciar que los
individuos de las subpoblaciones del Norte, Sur Centro y Este se encuentran
distribuidos aleatoriamente en las tres agrupaciones. Por otro lado, se puede evidenciar
que los individuos de la subpoblacion del Noreste se agrupan mayoritariamente en un

solo cuadrante (amarillo).

Por otro lado, se calcularon los valores de Fst (o pairwise Fst) para conocer el
nivel de diferenciacion genética entre los individuos de las subpoblaciones de
P.galapageium de la Isla Santa Cruz. Los valores de Fst se miden en un rango de O a 1,
donde aquellos valores cercanos a 0 representan una baja diferenciacion genética y un
alto flujo génico, mientras que los valores cercanos a 1 representan una alta
diferenciacion genética y un bajo flujo génico (Eguiarte et al., 2010). De acuerdo con
los resultados obtenidos, los valores Fst para la poblacién variaron en un rango de 0.014
a 0.118. Lo cual indica que en general existe un alto flujo génico en la poblacién y una
baja diferenciacion genética. Sin embargo, los valores Fst entre las subpoblaciones de

Noroeste vs. Noreste (Fst=0.1181), Suroeste vs. Noreste (Fst=0.0802), presentaron
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valores ligeramente més altos a diferencia de las otras subpoblaciones, lo cual indicaria

una ligera diferenciacion genética y un moderado flujo génico (Tabla 6).

Esta baja diferenciacion genética entre los individuos de las subpoblaciones de
Psidium galapageium de la isla Santa Cruz también se vio reflejada al calcular el indice
de F4 global. Este indice se mide también en un rango de 0 a 1, donde valores cercanos
a 0 indican una baja diferenciacion genética, mientras que valores cercanos a 1 indican
una alta diferenciacion genética entre los individuos de las poblaciones. El valor
obtenido en este indice fue de 0.05 (Tabla 7), por lo que al ser cercano a 0 sugiere que
entre las subpoblaciones de P.galapageium de la isla Santa cruz no existe una

diferenciacion significativa (Eguiarte et al., 2010).

De acuerdo con el dendrograma de Neighbour Joining (Figura 3) en el cual se
reflejan las distancias genéticas entre los individuos de distintas subpoblaciones por
medio de la profundidad de las ramas, se pudo observar que las ramas mas profundas
representan a los individuos de las subpoblaciones del Noroeste y Noreste; por lo cual
se presume que estas subpoblaciones se encuentran genéticamente mas distantes, en
relacion a las otras subpoblaciones. Estos resultados permiten confirmar lo obtenido en
los valores de Fst con los cuales la mayor diferenciacion genética se da también entre

los individuos de estas dos subpoblaciones (Tabla 6).

Adicionalmente, se realizo una prueba de Mantel mediante el software Arlequin
(Tabla 8) para conocer si existe una relacion entre las distancias genéticas y geogréaficas
(Legendre & Fortin, 2010). De acuerdo a los resultados de la prueba se obtuvo un

coeficiente de regresién (R?=0.003), el cual, al ser cercano a cero, indica que no hay una
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relacién entre las distancias genéticas y geograficas. Asi mismo los valores para el
coeficiente de correlacion fueron de r=0.407 y una significancia de valor p=0.08, por lo
tanto, no existe una correlacion entre las distancias geograficas y las distancias

genéticas con un nivel de significancia del 5%.

7.4.3Analisis de Estructura poblacional

En relacion al analisis bayesiano de estructura poblacional realizado mediante el
software STRUCTURE, el K 6ptimo obtenido fue K=2 (AK=1630.22). De acuerdo con
el K optimo se pudo observar la contribucion de dos acervos genéticos (representados
con el color rojo y verde) en la mayoria de los individuos de las subpoblaciones de
P.galapageium de la isla Santa Cruz. Al observar la Figura 4, se puede evidenciar que
los individuos de las subpoblaciones del Norte, Surcentro y Este se encuentran
representados por los dos acervos genéticos (color rojo y verde), mientras que los
individuos de las subpoblaciones del Noroeste, Noreste y Suroeste presentan una mayor
contribucion del acervo genético de color rojo y muy poco del acervo genético de color
verde. Por lo tanto, de acuerdo a la Figura 4. se sugiere que existe una cierta
diferenciacion y mayor estructuracion en las subpoblaciones del Noreste, Noroeste y

Suroeste en relacion a las subpoblaciones del Norte, Este y Surcentro.

7.4.4 Analisis de Endogamia y Parentesco

Adicionalmente se buscd conocer si entre los individuos de P.galapageium de la
isla Santa Cruz existe endogamia y parentesco. Para determinar si existe endogamia
entre los individuos se calcularon los coeficientes F promedio y los coeficientes de
endogamia Fis y Fir. El nivel de endogamia de acuerdo a los coeficientes F promedio,

Fis ¥ Fir se mide en un rango de 0 a 1, donde 0 significa que no existe endogamia entre
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los individuos de la poblacidn y los apareamientos pueden darse al azar y 1 cuando hay
un nivel alto de endogamia entre los individuos de la poblacion (Eguiarte et al., 2010).
De acuerdo a las estimaciones basadas en likelihood, se pudo observar en el histograma
que la mayor proporcién de individuos se encontré en valores de coeficientes F
promedio de 0.1-0.2 (Figura 5). Esto se pudo constatar en la grafica de individuos de
P.galapageium analizados en la Isla Santa Cruz, en la cual la mayor parte de estos se
encontraron en valores F promedio de 0.1-02 y solo dos individuos presentaron un
coeficiente mayor a 0.4 (Figura 6). Por otro lado, respecto a los coeficientes de
endogamia analizados se obtuvo valores bajos cercanos a 0 (Fis=0.064 y Fi1=0.11)
(Tabla 7). Por lo tanto, no existe evidencia de endogamia entre los individuos de

P.galapageium de la isla Santa Cruz .

Finalmente, se utilizé el software Coancestry con el objetivo de estimar el
parentesco entre los individuos de P.galapageium de la isla Santa Cruz, mediante el
calculo de coeficiente de coancestro (6yy) descrito por Wang (2002). El coeficiente de
coancestro (0yy) considera a los valores negativos como falta de parentesco y valores
positivos como un mayor parentesco entre los individuos analizados (Wang, 2002). De
acuerdo con los resultados de coancestria, se obtuvo un valor promedio de r=-0.02387,
el cual sugiere que no existe parentesco entre los individuos analizados. Sin embargo, al
realizar las comparaciones entre las subpoblaciones se pudo observar que los individuos
del Noreste presentan un nivel ligeramente alto de parentesco entre ellos (r=0.24885);
mientras que, en las comparaciones entre los individuos de las otras subpoblaciones, los
niveles de parentesco son menores a 0,01 o negativos lo cual indica una falta de

parentesco (Tabla 9).
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8. DISCUSION

8.1 Disefio y amplificacion con primers microsatélites especificos para P.
galapageium

Los marcadores moleculares son herramientas Utiles y de gran importancia en
estudios de filogenia y genética de poblaciones en plantas. En el caso del género
Psidium se han reportado varios estudios utilizando marcadores moleculares como
RAPD, AFLP, ISSR, SSRs, RFLP (Xiaomei & Guochen, 2012; Valdés-Infante et
al.,2003; Chen et al., 2006; Feria-Romero et al., 2009, Kanupriya et al., 2011). Uno de
los marcadores moleculares mas utilizados son los marcadores microsatélites. Los
cuales son ampliamente usados para investigar la estructura genética de poblaciones
naturales, debido a las ventajas que presentan, como el ser marcadores codominantes y
altamente polimorficos (Sitther et al., 2014). En el presente estudio se realizd por
primera vez el disefio y estandarizacion de primers microsatélites especificos para la

especie P.galapageium.

Para conocer qué tan informativos fueron los 15 primers microsatélites
utilizados en el estudio se calculd el valor PIC de cada uno de ellos. Este valor PIC es
un indice utilizado en genética para medir el contenido de polimorfismo en funcion al
namero de alelos y las frecuencias alélicas en un locus determinado (Shete et al., 2000).
De acuerdo con los resultados de valores PIC, estos oscilaron en un rango entre 0.3 a
0.79 (Tabla 2). Por lo tanto, se obtuvo un set de primers informativos y Utiles para
realizar estudios de diversidad genética. Estos valores PIC coinciden con otro estudio
similar en el cual también se utilizaron primers microsatélites especificos para evaluar
la diversidad genética en la especie Solanum lycopersicum, y se obtuvieron valores PIC

(0.25-0.81) aproximados a los obtenidos en el presente estudio. Estos primers utilizados
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también demostraron tener un nivel alto de polimorfismo, lo cual permitié analizar la
diversidad genética y alélica de esta especie en diferentes cultivares (Ceballos-Aguirre

etal., 2017).

8.2 Andlisis de datos

8.2.1 Diversidad alélica de P.galapageium

La riqueza alélica es el nimero de alelos que un locus en particular puede
revelar y es de gran importancia para la determinacion de la diversidad genética (Xu,
2010). Mediante el uso de los 15 primers microsatélites especificos para P.galapageium
se obtuvo un total de 99 alelos en toda la poblacion analizada de la isla Santa Cruz
(Tabla 3). Este numero de alelos encontrados fue mayor al reportado en P.galapageium
de la isla Santa Cristébal (Ponce, 2016), en el cual se obtuvo un total de 25 alelos con

primers microsatélites heter6logos disefiados para P.guajava (Risterucci et al., 2005).

Al comparar los dos estudios se puede sugerir que con el uso de primers
microsatélites especificos se obtuvo una mayor riqueza alélica en relacion a los primers
heterélogos utilizados por Ponce (2016). De acuerdo con los resultados obtenidos se
muestra que, a pesar de la aplicabilidad, transferibilidad y utilidad de los primers
heter6logos para identificar diversas especies de Psidium (Kanupriya et al., 2011), el
uso de primers microsatélites especificos para una especie en particular, como Psidium
galapageium, es beneficioso ya que se obtiene una mayor exactitud en los analisis
genéticos. Esta mayor exactitud obtenida se debe a que los primers microsatélites
especificos son disefiados para detectar variaciones mas precisas en el genoma de una
especie que no podrian ser detectados mediante primers heterélogos (FitzSimmons et

al., 1995).
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Por otro lado, se debe tomar en consideracion que la amplia diferencia del
numero de alelos obtenido para P.galapageium de la isla Santa Cruz puede deberse al
numero de muestras analizadas y el nimero de primers utilizados. En el caso de Ponce,
(2016) se utilizé un total de 9 primers microsatélites heterdlogos con 69 muestras,
mientras que en el presente estudio se utilizaron 15 primers microsatélites especificos
con un total del 87 muestras de P.galapageium. Por lo que se sugeriria realizar
posteriores estudios con similar nimero de muestras y con los mismos 15 primers
microsatélites especificos, para obtener una informacion mas clara y certera de la

diversidad genética de P.galapageium en otras islas del archipiélago.

8.2.2 Diversidad genética de P. galapageium

La diversidad genética se manifiesta como la variedad de alelos o genotipos
presentes en un grupo de estudio, el cual puede ser una poblacidn, especies o grupos de
especies (Frankham et al., 2010). La diversidad genética es requerida para el potencial
evolutivo de las especies en un ambiente cambiante (Holsinger & Gottlieb, 1991). Para
medir la diversidad genética se analizan los polimorfismos, la heterocigosidad y la
diversidad alélica; estos analisis son necesarios para comparar entre poblaciones y
especies, asi como predecir cambios en la composicion genética de una poblacion

(Frankham et al., 2010)

Como se menciond, uno de estos andlisis es la heterocigosidad, la cual esta
definida como la proporcion de individuos heterocigotos en un locus (Allendorf, 1986).
Entre mas cercano a 1 es el valor de heterocigosidad, hay mayor diversidad genética
(mayor numero de individuos heterocigotos para cada locus), mientras que mas cercano

a 0 es el valor, existe una menor diversidad genética (menor numero de individuos
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heterocigotos para cada locus) (Allendorf, 1986). De acuerdo con los valores obtenidos
en este estudio se obtuvo una diversidad genética moderadamente alta (He=0.618)
(Tabla 4). Al comparar este valor de heterocigosidad esperada con el obtenido en el
estudio de P.galapageium en la Isla San Cristébal (Ponce, 2016), se puede observar que
el valor de heterocigosidad esperada de P.galapageium en Santa Cruz es mayor al
obtenido en San Cristobal ( He= 0.467), lo cual podria indicar que la diversidad
genética de P.galapageium en la isla Santa Cruz es mas alta. Sin embargo, al comparar
datos entre estudios de diversidad genética se debe tomar en consideracion varios
factores, como la metodologia utilizada, los marcadores moleculares usados, asi como
el rango geografico muestreado (Powell et al., 1996; Nybom, 2004). Adicionalmente,
esta diferencia de diversidad genética entre las dos islas puede estar relacionado al
hecho de que debido a que las islas estan separadas por el océano, muchas veces las
poblaciones de las islas pueden ser distintas, e incluso las diversidades genéticas para
una especie localizada en diferentes islas pueden variar (Maki, 2001). Un ejemplo de
esto, se evidencio en el estudio realizado por Martins et al. (2013) en el cual se obtuvo
que la especie Piccornia azorica presentaba distintas diversidades genéticas para cada
una de las islas del archipiélago de Azores donde se localizaba. Por lo tanto, en este
estudio se comprobd que la diversidad genética de P.galapageium en las Islas

Galépagos difiere entre islas.

De acuerdo con varios estudios realizados en poblaciones de plantas endémicas
en islas, se sabe que la diversidad genética de las mismas tiende a ser relativamente
baja, en comparacion con otras especies del continente (Crawford et al., 1987; Crawford
et al., 1992). Algunos de estos ejemplos se han observado en plantas endémicas de las

Islas Bonin: Crepidiastrum grandicollum, Pittosporum beecheyi y Symplocos
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boninensis, en las cuales la heterocigosidad esperada promedio ha sido He=0.020,
He=0.049 y He=0.038 respectivamente (Gottlieb, 1981; Stuessy & Ono, 2007). Sin
embargo, recientes estudios en la isla de Macaronesia (e.g., Moura et al., 2013; Garcia-
Verdugo et al.,2015) han rechazado la hipdtesis que las poblaciones de plantas
endémicas en islas siempre tienen una baja diversidad genética. De acuerdo con Karron
(1987), no todas las especies de plantas endémicas presentan una diversidad genética
baja, ya que algunas presentan niveles de diversidad mayores a las especies que se
encuentran ampliamente distribuidas. Asi mismo, se debe tomar en cuenta que varios
factores pueden afectar el nivel y distribucion de la variacion genética en las especies,
como la naturaleza del proceso de especiacion, cambios en la poblacién, deriva génica,
entre otras (Karron, 1987). Algunos ejemplos de especies endémicas, con niveles de
diversidad genética moderadamente alta y alta, se obtuvo en los estudios con
marcadores microsatélites en las especies endémicas de la isla de Azores: Picconia
azorica, en la cual se obtuvo una heterocigosidad esperada de He=0.7 (Martins et al.,
2013) y en Latuca watsoniana con una heterocigosidad esperada de He=0.85 (Dias et

al., 2016).

Por otro lado, al comparar la diversidad genética de P.galapageium y P.guajava
de la isla Santa Cruz, también se evidencia que la heterocigosidad de la especie
endémica P.galapageium (He=0.618) es mayor a la de la especie invasora P.guajava
(He=0.444) (Urquia, 2017). Este resultado es similar al reportado por Ponce (2016) y
Ponce (2014) en la isla San Cristébal, donde la heterocigosidad esperada para
P.galapageium (He=0.467) fue mayor a la de P.guajava (He=0.205). La mayor
diversidad genética en la especie endémica en relacion a la encontrada a la especie

invasora puede explicarse al hecho de que al ser P.guajava una especie invasora, su
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diversidad pudo verse afectada por factores como el efecto fundador o cuello de botella

durante su introduccion en las Islas Galapagos (Lee, 2002).

Asimismo, al analizar las heterocigosidades esperadas para todas las
subpoblaciones de P.galapageium, se evidencié que fueron moderadamente altas (He:
0,45-0,64) (Tabla 2). Sin embargo, en las subpoblaciones del Noroeste, Noreste y
Suroeste se obtuvo heterocigosidades ligeramente mas bajas en relacién a las otras
subpoblaciones. Para explicar esta ligera disminucion de la heterocigosidad se tendria
que analizar a profundidad el efecto de la especie invasora P. guajava en las diferentes
localidades de Santa Cruz y ver si esta especie esta afectando a la diversidad genética de
la especie endémica como ha sido reportado en otros casos. En el estudio realizado por
Hejda et al. (2009) en las especies invasoras Fallopia spp. y Heracleum
mantegazzianum se observo la reduccion de la diversidad genética de varias especies

endémicas en Republica Checa.

Adicionalmente, en cuanto a los analisis realizados se observo una ligera
variacion entre la heterocigosidad global esperada He=0.618 y la heterocigosidad global
observada Ho=0.56 en P.galapageium de la isla Santa Cruz (Tabla 4). De acuerdo con
Loeschcke et al. (1994) esta diferencia puede estar relacionada a eventos de endogamia;
sin embargo, tal como se explicara mas adelante el nivel de endogamia en la poblacion
estudiada es casi nula. No obstante, es necesario corroborar estos resultados con mas
estudios acerca de la biologia reproductiva de P.galapageium que permitan conocer a
mayor detalle el tipo de reproduccion y si existen eventos de autopolinizacion en esta

especie (Valdebenito, comunicacion personal, 2017).
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8.2.3 Flujo génico de Psidium galapageium en la isla Santa Cruz

Los sistemas de islas estdn separados unos de otros por el océano, el cual actia
como barrera generando que las poblaciones en las islas sean discontinuas, e incluso
que presenten caracteristicas distintas a sus parientes del continente como resultado del
aislamiento geogréafico y la falta de competencia en las islas (Crawford et al., 1987;
Maki, 2001). Es por esto que para comprender de mejor manera los efectos del
aislamiento geogréafico en la evolucion de las plantas en sistemas insulares, se requiere
realizar andlisis de genética de poblaciones estimando tanto la diversidad genética,
como el flujo de genes que existe en una poblacion (Maki, 2001). El flujo génico, en
términos generales, se refiere al movimiento de genes de una poblacidn a otra (Eguiarte
et al., 2010). Este flujo génico permite la introduccién de alelos nuevos en una
poblacion o cambiar la frecuencia de alelos, independientemente de su valor adaptativo
(Curtis & Schneck, 2008). En sistemas insulares, de acuerdo con Maki (2001), este flujo
de genes tiende a ocurrir mas facilmente entre poblaciones de una misma isla que entre
aquellas que se encuentran en distintas islas. El flujo génico es una fuerza importante en
la evolucién, puesto que tiende a reducir las diferencias entre las poblaciones

previniendo que las mismas evolucionen en diferentes especies (Slatkin, 1987).

Para analizar el flujo génico entre los individuos de las poblaciones, se calculan
los valores Fst, los cuales permiten estimar la proporcién de variacion genética que
estan entre individuos de las poblaciones o subpoblaciones en relacion a las frecuencias
diferenciales de los alelos (Curtis & Schneck, 2008). Al analizar los resultados del
presente estudio se evidencid que en general el flujo génico entre los individuos de las
distintas subpoblaciones de P.galapageium en la Isla Santa Cruz es alto, de acuerdo con

los valores pairwise Fst y Fst global obtenidos (Tabla 6 y Tabla 7). El alto flujo génico
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indica que existe un continuo movimiento de genes entre los individuos de las distintas
subpoblaciones y una baja diferenciacion genética entre los mismos. Estos resultados
son similares a lo reportado en P.galapageium de la isla San Cristdbal (Ponce, 2016) en
el cual los valores Fst obtenidos también eran cercanos a cero (0.018-0.192), lo cual
indicaba una baja diferenciacion genética y un alto flujo de genes. De acuerdo con
Equiarte et al. (2010) hay que tomar en consideracion que cuando el estudio contempla
una menor area geogréafica (como en el caso de islas), se espera que la diferenciacion
genética sea baja. Asimismo, de acuerdo con Setoguchi & Watanabe (2000) los
sistemas de islas presentan areas méas pequefias de extensién; por lo tanto, las especies
endémicas se encuentran distribuidas en simpatria o de manera adyacente, generando el
aumento del flujo génico, asi como al apareamiento aleatorio entre los individuos de la
misma especie. Es por esto que al ser Santa Cruz una isla pequefia de aproximadamente
1000 km? de extensién (Carvajal, 2016), se puede evidenciar que los individuos de
P.galapageium presentan una baja diferenciacion genética, ya que se encuentran en un
constante intercambio de genes debido a un posible apareamiento aleatorio o mediante

la dispersion de semillas.

Como se menciond, un aspecto importante que puede contribuir a un alto flujo
génico es la presencia de dispersores de semillas. De acuerdo con un estudio de
dispersion de semillas en las islas Galapagos realizado por Blake et al. (2012), las
tortugas de Galapagos dispersan las semillas tanto de P.guajava como de
P.galapageium a travées de las excretas. Debido a que las tortugas se movilizan desde
las tierras altas hasta las tierras bajas de la isla Santa Cruz podrian estar contribuyendo
al flujo génico de los individuos de P.galapageium, ya que esta especie se encuentra

ubicada principalmente en estas zonas.
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Por otro lado, algunos estudios realizados en P.guajava en la isla Santa Cruz,
seflalan que los principales dispersores de semillas son las aves, ratas y animales
domésticos como caballos, cabras y cerdos (Heleno et al., 2012). No obstante, no se
puede concluir que estos dispersores de semillas de P.guajava sean los mismos para
P.galapageium. Por lo tanto, es necesario realizar més estudios de dispersion de
semillas en P.galapageium para comprender cOmo este aspecto esta influenciando en el
flujo génico de esta especie, asi como el tipo de reproduccidon que presenta

(Valdebenito, comunicacion personal, 2017).

8.2.4 Agrupamiento de los individuos de acuerdo a su diversidad genética

En el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) realizado para la poblacion
de P.galapageium de la isla Santa Cruz, se sugieren tres agrupaciones formadas por los
individuos muestreados a lo largo de la isla (Figura 2). Estas tres agrupaciones
observadas presentan un nimero heterogéneo de individuos. Los individuos de las
subpoblaciones del Norte, Este y Sur Centro se encuentran distribuidos aleatoriamente
en las tres agrupaciones. Los individuos del Noreste en su mayoria estan agrupados en
un solo cuadrante (grupo de color amarillo). La mayoria de los individuos de las
subpoblaciones del Noroeste y Suroeste solo se agrupan en el grupo de color rojo. Esto
implicaria que en estos grupos (Noreste, Noroeste y Suroeste) seguramente hay una
mayor diferenciacion. En cuanto al dendrograma, de acuerdo a la profundidad de las
ramas se ve que existe una mayor separacion entre los individuos del Noreste con los

del Noroeste y Suroeste (Figura 3).
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Debido a que no se observé una relacién en la prueba de Mantel que indique que
entre mas distantes se encuentran las subpoblaciones, mas diferentes son genéticamente
(Tabla 8). Una posible hipotesis que podria explicar esta diferenciacién genética entre
las subpoblaciones del Noroeste y Suroeste con la del Noreste, podria relacionarse a los
cambios altitudinales en la isla Santa Cruz. Los cambios en la altitud son importantes en
la isla Santa Cruz puesto que generan microambientes, los cuales presentan

precipitaciones y condiciones del suelo distintas en relacion a la altura (Humme, 1993).

De acuerdo con varios estudios de suelos llevados a cabo en la isla Santa Cruz
desde 1962 (Rial et al., 2017; Stoops, 2014), se ha evidenciado que las composiciones
de suelo varian con respecto a la altura. Los suelos que se encuentran a 200-300 metros
de altura sobre el nivel del mar presentan un pH méas béasico, una menor saturacion de
bases, menor cantidad de compuestos como Ti, Mn, Ni y Ba, Fe;O3 y no presentan
esmectita. A diferencia de los suelos que se encuentran a 400-500 msnm los cuales
presentan un pH mas acido, mayor saturacion de bases, presencia de esmectita, asi
como mayor cantidad de compuestos como Ti, Mn, Ni y Ba, Fe,O3 (Stoops, 2014). Asi
mismo, los niveles de precipitacion también varian con respecto a la altura, puesto que a
menor altura se presenta una menor precipitacion, mientras que a mayor altura existe

una mayor precipitacion y el clima se vuelve mas frio y nublado (Humme, 1993).

De acuerdo con la altura de la recoleccion de muestras, se pudo evidenciar que
las muestras de la subpoblacion del Noreste, fueron recolectadas aproximadamente a
400-500 metros de altura. Mientras que las muestras de las subpoblaciones del Suroeste
y Noroeste fueron recolectadas aproximadamente a los 200-300 metros de altura

(Anexo 2). Por lo que se sugiere que debido a que las condiciones de los
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microambientes son diferentes entre las subpoblaciones del Noreste con las del
Noroeste y Suroeste, esto pudo haber causado que, a lo largo de la evolucion, los
individuos de estas subpoblaciones adquirieran cierta diferenciacion genética que les

permitié adaptarse a las condiciones de cada microambiente donde habitan.

Esta diferenciacion genética entre individuos de una especie debido a los
cambios altitudinales y condiciones de los microambientes, también se evidencié en
estudios realizados por Premoli (2003) en la especie Nothofagus pumilio, Murawski &
Hamrick (1990) en la especie Aechmea magdalenae y Byars et al. (2009) en la especie

Poa hiemata.

8.2.5 Estructura poblacional de P.galapageium

La estructura poblacional, la historia evolutiva, asi como los origenes de
P.galapageium son muy poco conocidos en la actualidad. Por lo tanto, mediante este
estudio se buscé identificar la estructura poblacional de esta especie en la isla Santa

Cruz.

Un primer indicio que permitié conocer si existe 0 no una estructura
poblacional, fue el analisis de AMOVA (Tabla 5). De acuerdo con este analisis se
sugirié que existe una escasa estructura poblacional, puesto que la mayor parte de la
variacion genética se encuentra dentro de las subpoblaciones (94.73%). Es decir que
existe un continuo intercambio de genes entre los individuos dentro de las

subpoblaciones de P.galapageium de la isla Santa Cruz.

Esta escasa estructura poblacional también se confirmé al realizar el analisis

mediante el uso del método de inferencia bayesiana con el software Structure (Pritchard
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et al., 2004). En base a los resultados obtenidos, el K dptimo fue igual a 2 (AK=
1630.22) (Figura 4), el cual indica que existen dos posibles acervos genéticos
(representados con los colores rojo y verde) que se encuentran contribuyendo en los
individuos de las subpoblaciones de la isla Santa Cruz. Habria que analizar si estos dos
linajes ancestrales que se observan podrian estar relacionados con las dos variedades de
la especie Psidium galapageium reportadas para Santa Cruz: la variedad howellii y la
variedad galapageium (Porter, 1968; McMullen, 1999). Se conoce que estas dos
variedades se encuentran localizadas en la isla Santa Cruz, a diferencia de otras islas,
donde solamente se encuentra una de las variedades (Jaramillo-Diaz et al., 2017;
Jorgensen et al., 1999; Lawesson et al., 1987; Porter, 1968; Porter, 1983; Tropicos.org.
et al., 2009; Wiggins et al., 1971). No se conoce con certeza la distribucion exacta de
estas dos variedades en la isla Santa Cruz, por lo cual se sugiere realizar mayores
estudios morfoldgicos e identificar en qué localidades de la isla se encuentran estas
variedades. Con esta informacion se podria tener una idea mas clara de la estructura

poblacional de P.galapageium en esta isla.

Por otro lado, se debe considerar que, en las subpoblaciones del Noroeste,
Noreste y Suroeste se observa una mayor contribucion del acervo de color rojo a
diferencia de las otras subpoblaciones. Esto sugeriria que existe una ligera
diferenciacion de las subpoblaciones del Noreste, Noroeste y Suroeste con respecto a las
otras subpoblaciones. Una posible hipétesis que explique esta mayor contribucién del
acervo de color rojo en los individuos de las subpoblaciones del Noroeste, Noreste y
Suroeste podria estar relacionado con los cambios climéaticos que sucedieron en el
pasado (Humme, 1993). De acuerdo con varios estudios, se sugiere que hace 15000

afos, las islas sufrieron una gran sequia, lo cual generé cambios en la vegetacion, asi
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como una mayor oxidacion y aridez del suelo en varios lugares tanto de las tierras altas
como de las tierras bajas (Collins et al.,2013). Debido que los individuos de las
subpoblaciones del Noroeste y Suroeste se encuentran ocupando parte de las tierras
bajas, y los individuos del Noreste se encuentran ocupando parte de las tierras altas,
estos cambios en el clima, asi como también en el suelo, pudieron haber generado una
presion selectiva sobre ciertos alelos. Lo cual pudo cambiar el genotipo de los
individuos de estas subpoblaciones en relacion a los otros, permitiendo que exista una
mayor adaptacion a estas condiciones. No obstante, debido a la falta de informacion que
existe, para poder probar esta hipotesis es necesario realizar mas estudios acerca de la

historia evolutiva de P.galapageium.

Adicionalmente, esta ligera diferenciacion genética de los individuos de las
subpoblaciones del Noreste, Noroeste y Suroeste en relacion a los individuos de las
otras subpoblaciones, también podria estar relacionada a los alelos privados
encontrados. Al analizar las frecuencias alélicas de los alelos privados de estas
subpoblaciones se pudo evidenciar que las subpoblaciones del Noroeste, Noreste y
Suroeste presentaron un mayor numero de alelos privados con frecuencias alélicas altas
(mayores al 5%), a diferencia de las otras subpoblaciones (Tabla 3). Estos resultados
podrian explicar que exista una mayor diferenciacion de estas subpoblaciones con
respecto a las otras. Esto alelos privados podrian estar relacionados con caracteristicas

importantes para la adaptacién a cambios ambientales (Romdhane et al., 2017).

Por lo tanto, de acuerdo a los analisis realizados se sugiere que existe una cierta

diferenciacion de las subpoblaciones del Noroeste, Noreste y Suroeste; sin embargo, no
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se observa una estructura poblacional totalmente definida para la poblacién de Psidium

galapageium de la isla Santa Cruz.

8.2.6 Analisis de endogamia y parentesco

La endogamia es el apareamiento entre individuos genéticamente emparentados
que produce un incremento en la frecuencia de homocigotos (Carroll & Fox, 2008). A
pesar de que en la actualidad solo se conoce el tipo de reproduccién de menos del 20%
de la flora de Galapagos (no incluye P.galapageium), de acuerdo a algunos estudios,
muchas de las especies estudiadas son autocompatibles y no dependen enteramente de
polinizadores para producir semillas, lo cual genera una alta ocurrencia de endogamia
(McMullen, 1987). En estudios de especies endémicas de Galdpagos como en Solanum
galapagense se han encontrado altas tasas de endogamia (Pailles et al, 2017). Esta
estrategia es muy comun en otros sistemas insulares atribuida principalmente a la fauna
pobre de polinizadores en comparacion con el continente (Barrett, 1996). Sin embargo,
los altos niveles de endogamia pueden causar una baja diversidad genética en los
individuos de una especie, asi como perder alelos que afecten a su fitness. Lo cual
resulta ser perjudicial para la supervivencia de la especie frente a los efectos
ambientales, pudiendo ocasionar muchas veces la extincion de la misma (Frankham et

al., 2002).

De acuerdo con los resultados de endogamia obtenidos, se pudo evidenciar que
tanto los coeficientes de endogamia F promedio (0.1-0.2) representados en el
histograma y en el gréafico de individuos (Figura 5 y 6), asi como el coeficiente de
endogamia dentro de las subpoblaciones (F\s=0.064) y el coeficiente de endogamia total

(Fit=0.11) (Tabla 7) arrojaron valores cercanos a 0. Por lo tanto, de acuerdo a estos
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valores se sugiere que no existe endogamia entre los individuos de Psidium

galapageium de la isla Santa Cruz.

Estos resultados de endogamia obtenidos en P.galapageium difieren con los
evidenciados en el estudio realizado en P.guajava de la Isla Santa Cruz, en el cual si se
encontraron niveles moderadamente altos de endogamia en relacion a los coeficientes F
analizados (Urquia, 2017). Esta endogamia pudo confirmarse con el tipo de
reproduccion que presenta P.guajava, el cual se da mediante autopolinizacion y

reproduccion vegetativa (Binggeli, et al., 1998).

A pesar de que las flores de P.galapageium son bisexuales (Valdebenito,
comunicacion personal, 2017), de acuerdo con estos estudios se sugeriria que los
individuos de P.galapageium buscan otra forma de reproduccion. Sin embargo, debido
a que no se tiene una amplia informacion de esta especie, no se puede llegar a

conclusiones claras sobre su tipo de reproduccion.

Por otro lado, el conocer mas acerca de las relaciones entre individuos dentro de
las poblaciones es muy importante para estudios de genética cuantitativa, genética de la
conservacion y otras areas de ecologia y evolucion (Ritland, 1996,2000; Lynch &
Ritland, 1999). Para complementar con los resultados obtenidos se realiz6 un analisis de
parentesco entre los individuos de P.galapageium de la isla Santa Cruz mediante el
software de Coancestry (Wang, 2011). Este programa permite estimar la relacién o
parentesco entre los individuos de una poblacion que no se conoce muy bien su historia
genealdgica (Wang, 2011). De acuerdo con Frankham et al. (2002) cuando existe un
nivel alto de parentesco entre los individuos de las poblaciones, las poblaciones tienden

a encontrarse aisladas lo cual puede generar endogamia entre los individuos.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se obtuvo un valor global de coancestro
negativo, lo cual indicaria que en su mayoria los individuos de la poblacién no estarian
emparentados (Tabla 9). Al analizar las comparaciones de los individuos de las
diferentes subpoblaciones, se observo que la mayoria presentaron valores negativos y
valores cercanos a cero (menores a 0.1), lo cual indica una falta de parentesco entre los
individuos (Wang, 2002). Tanto esta falta de parentesco como de endogamia en los
individuos de P.galapageium de la isla Santa Cruz, permitiria tener una idea acerca de
la calidad de la poblacion (Charlesworth, 2003; Weir et al., 2006). Puesto que esta falta
de endogamia como de parentesco podria estar contribuyendo a la alta diversidad
genética encontrada en este estudio, la cual podria estar generando un mayor fitness en

la poblacion y que ésta se encuentre mas saludable.

Por otro lado, en los individuos de la subpoblacion Noreste se obtuvo un valor
ligeramente alto de parentesco (r=0.248), a diferencia de las demas subpoblaciones. Lo
cual podria sugerir que aparentemente los individuos de esta subpoblacion se
encuentran mas emparentados entre ellos y presentan una ligera diferenciacion con los
individuos de las otras subpoblaciones. Este mayor parentesco podria estar relacionado
a un posible aislamiento genético de los individuos de esta subpoblacion debido a
factores geograficos, climaticos, falta de dispersion de semillas o polinizadores en esta
region (Hatzikotoulas et al., 2014). De igual manera se debe considerar que el
parentesco entre los individuos puede generar un incremento de homocigosis, reducir el
fitness en la descendencia y generar una baja adaptacion a cambios ambientales (Weir et
al., 2006). Por lo tanto, para comprobar este evento es necesario realizar mas estudios

acerca de la geografia, condiciones ambientales, dispersion de semillas y polinizadores
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en las localidades del Noreste y comparar con las otras subpoblaciones, para saber qué

esta sucediendo entre los individuos de esta subpoblacion.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo reporta por primera vez el disefio de primers microsatélites (SSR)
especificos para P.galapageium. Se obtuvo 15 primers microsatélites especificos
polimorficos los cuales pueden ser utilizados en estudios de diversidad genética de
P.galapageium en otras islas.

La heterocigosidad esperada de P.galapageium en la Isla Santa Cruz fue de He=0.619,
mayor a la heterocigosidad esperada en la misma especie en la isla San Cristobal
He=0.467 (Ponce, 2016)

La heterocigosidad esperada del P.galapageium en la Isla Santa Cruz es mayor que la
reportada para la P.guajava (He=0.444) en esta isla (Urquia, 2017).

De acuerdo con los valores Fst analizados, se evidencia un alto flujo génico entre los
individuos de la poblacion de P.galapageium de la isla Santa Cruz y una baja
diferenciacion genética entre los mismos, con excepcion de los individuos de las
subpoblaciones del Noroeste y Noreste en las que se obtuvo una diferenciacion genética
moderada.

De acuerdo a los analisis de PCoA y dendrograma de distancias genéticas se sugiere que
los individuos de la subpoblacion del Noreste se encuentran genéticamente mas
distantes a los individuos de las subpoblaciones del Noroeste y Suroeste.

No se observa una estructura poblacional definida para la mayoria de los individuos de
P.galapageium en la isla Santa Cruz, pero si se reconocen dos acervos genéticos en la
mayoria de los individuos muestreados.

No hay evidencia de endogamia y parentesco en la poblacién de P.galapageium de la

Isla Santa Cruz.
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10. RECOMENDACIONES

En el presente estudio se tomd en consideracion la diploidia de P.galapageium, en base
a analisis realizados en P.galapageium de la isla San Cristébal (Ponce, 2016). Esta
diploidia fue utilizada para realizar los diferentes andlisis de datos. Sin embargo, es
importante realizar mas analisis y pruebas como cromatografia liquida o conteo de
cromosomas para confirmar la ploidia de esta especie.

Para futuras investigaciones con muestras de P.galapageium se recomienda el uso de
seroalblmina bovina (BSA) para optimizar la amplificacion de muestras, puesto que
resulta un buen aditivo aumentando la actividad de la polimerasa y actla en contra de
inhibidores que pueden afectar la PCR.

Para futuros estudios, se recomienda agrupar a las subpoblaciones en base a los grupos
observados en el PCoA vy realizar los analisis genéticos efectuados en el presente
estudio, con el fin de evidenciar si existe una mayor diferenciacion genética entre las
subpoblaciones del Noroeste, Noreste y Suroeste.

Se recomienda realizar mas estudios sobre la distribucidn, ecologia, polinizacion,
dispersores de semillas y reproduccion de P.galapageium para complementar los
analisis realizados.

Se recomienda realizar estudios de diversidad genética de P.galapageium en otras islas
de Galapagos con el uso de los primers especificos disefiados, para comparar con los
resultados obtenidos en la isla Santa Cruz y conocer de manera mas amplia la situacion

actual de esta especie.
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Tabla 1. Localidades de la isla Santa Cruz agrupadas en subpoblaciones siguiendo el

criterio de las subpoblaciones realizadas por Urquia, (2017).

Subpoblaciones

Localidades

Norte

Granillo Rojo

Los Gemelos

Noroeste

Salasaca

Noreste

Camote

Cerro Mesa

Este

Cascajo

Garrapatero

Sur Centro

Bellavista

Tomas de Berlanga

Los Guayabillos

Occidente

Parque Artesanal

Elias Cando

Suroeste

Manzanillo

Chato

Caseta

Péjaro Brujo

Tabla 2. 15 marcadores microsatélites seleccionados junto con las secuencias forward
y reverse, temperatura de annealing estandarizada, fluoroforo utilizado, tamafio
esperado de fragmento y valores PIC.

Primer Secuencias Forward y Reverse T° de Annealing Fluoroforo N° de Expected PIC
estandarizada utilizado alelos Size

F- GCCTCCCTCGCGCCAAAAAGTCAAATAAAGCCGCCTACG -

GYB3 R: AGGTTACTCTAATGCCCTTTCGG 60°C 6FAM 5 482498 0,67
F: GCCTCCCTCGCGCCAGTAGGCTTTGAAAATTCTCATCCG 0

GYB4 R: CTTATGGAGGCAAATTCGATCAGG 05°C vIC 3 359-380 0,54
F: GCCTCCCTCGCGCCACACAAGTATCGTGCTACCAAATCG .

GYBS R: GGCGGATATGCAAATATATGATCG 03°C NED 6 329-356 0,54
F: GCCTCCCTCGCGCCAGCTACCTAAGTGTGGAAAGAGAACG N

GYB6 R: GGAAACCACTCGTGAGTATTACAGC 64°C vic 6 364-394 0.3
F: GCCTCCCTCGCGCCAGCAGGCAAGAACAGATAGAGATCG 0

GYB7 R: TCTTCTCAACAACCAGATTCTCACC 64°C PET 3 311-329 0.41
F: GCCTCCCTCGCGCCAATGGCCGGAAGAATCAAATCC N

GYB3 R: CATCTCTCATCTTGTTCCACATCC o7°C OFAM 7 316-340 0,54
F: GCCTCCCTCGCGCCAGCTCTGTTAATCTGGGCTTTGC -

GYB9 R: CTCCTTCACAAAATTCACACTGACC 67°C VIC 6 290-305 0,55
F: GCCTCCCTCGCGCCAATCCACTTTCATATCATGCAAGACC N

GYBI14 R: TGCACAAATGTATCCTCTTAACTGC 66°C NED 11 302-326 0.7
F: GCCTCCCTCGCGCCAACTGAGTTTCGATCGAGTCTATGGG -

GYBIS R: AGAGCCCTAAGGACTTAGAGAATGC 60°C PET 11 364-400 0,79
F: GCCTCCCTCGCGCCACCGATTTCTGGTAAGGAGAGAGG )

GYB21 R: TGTTGTAGTTTGTAGGTCCATGTCG 57°C PET 6 257278 0,68
F: GCCTCCCTCGCGCCAATGAAGATCAACCTCTTCCATTGC N

GYB22 R: AGTAATGACTCCGGTCAGTCTTCC 60°C Vvic 7 287311 0.48
F: GCCTCCCTCGCGCCACTTAAATTTTCCGTCTCTCTCTTCG 0

GYB23 R: ACAAATCCACGGTAATTGTATGAGC 04°C OFAM 7 325-349 0,55
F: GCCTCCCTCGCGCCAGCCAGCAAATCAAAATTATCCC 0

GYB25 R: GGACCGATCAAATCTTCTAAACC 03°C OFAM 3 332-341 0.6
F: GCCTCCCTCGCGCCATCTTGATGAACCAAGACCTACTGC .

GYB27 R: CCAAACACAAGATAACGAACTTTCC o7°C NED 8 316-352 0,5
F: GCCTCCCTCGCGCCATTTGTCGGGACTCTCTAATGGC D

GYB29 R: GAGGTTACGTAGAATTCTTGATGTGC 65°C PET 6 312-336 0,63
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Tabla 3 . Parametros utilizados para medir la diversidad genética de P. galapageium en
Isla Santa Cruz. Para cada subpoblacion se calculé el nimero de individuos
muestreados por localidad, el nimero de alelos encontrados, la heterocigosidad
observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He), numero de alelos privados,
frecuencias alélicas y nimero de alelos privados corregidos con rarefaccion.

Subpoblacién | . N .de N° de alelos N° alelos con He Ho Alelos prlva(.lf)s A.lelos Frecuencias .alellcas
individuos rarefaccion con rarefacciéon | privados de alelos privados
0.03,0.07, 0.1, 0.04,
Norte 14 68 67 0,64 0,57 7 7 0.04. 0.03. 0.03
Noroeste 5 39 39 045 | 053 1 1 0.2
0.06, 0.11, 0.06, 0.06,
Noreste 9 46 47 0.47 0,61 6 6 0.06, 0.06
Este 12 57 57 0.60 | 0,53 3 1 0.04
0.01, 0.04, 0.01, 0.01,
Sur Centro 34 75 63 0.60 0,56 6 10 0.07,0.04, 0.01, 0.03,
0.03,0.03
Suroeste 13 61 63 0.55 0,54 5 3 0,04, 0,46, 0.08

Tabla 4. indices globales de heterocigosidad obtenidos para los 87 individuos de
P.galapageium muestreados en la Isla Santa Cruz

Heterocigosidad
esperada 0,618

Heterocigosidad
observada 0,56

Tabla 5. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) realizado para los individuos de
P.galapageium de la Isla Santa Cruz

Suma de Varianza de Porcentaje de
Fuente de variacion cuadrados componentes variacion
Entre poblaciones 55,2 0,2488 5,27
Dentro poblaciones 739,5 44712 94,73
Total 794,7 4,72035
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Tabla 6. Valores Fst obtenidos para individuos de P. galapageium agrupados en 6
subpoblaciones Norte (Granillo Rojo, Los Gemelos), Noroeste (Salasaca), Noreste
(Camote, Cerro Mesa), Este (Cascajo y Garrapatero), Surcentro (Bellavista, Tomés de
Berlanga, Los Guayabillos, Occidente, Parque Artesanal y Elias Cando), Suroeste

(Manzanillo, Chato, Caseta, Pjaro Brujo).

Norte Noroeste | Noreste Este Sur Centro | Sur Qeste
Norte 0.000
Noroeste 0.05591730 10,000
Noreste 0.05496980 |0.11817923 | 0.000
Este 0.04926725 | 0.06206924 | 0.06028655 | (5 000
Sur Centro | 0.02817766 |0.02850181 | 0.02684493 |0.01481822 |0.000
Sur Oeste | 0.04607285 |0.03868792 |0.08028453 |0.05827104 |0.03491800 |0.000

Valores entre 0-0.05= baja diferenciacion genética. Valores entre 0.05-0.15= moderada diferenciacién
genética. Valores entre 0.15-0.25= alta diferenciacion genética (Wright, 1978; Hartl & Clark, 1997;
Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Tabla 7. Vvalores Fst, Fis y Fir globales calculados para la poblacién de P.galapageium
de la Isla Santa Cruz

Fst 0,05
Fis 0,064
Fir 0,11

Fs= Coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones (0 si no hay diferenciacién genética entre
las poblaciones y 1 si son completamente distintas las poblaciones). Fis y Fir = Coeficientes de endogamia
(0 si no hay endogamia y 1 alto indice de endogamia) (Eguiarte et al., 2010).

Tabla 8. Valores obtenidos con prueba de Mantel para la poblacion de P.galapageium
de la Isla Santa Cruz

Coeficiente de regresion 0,00325
Coeficiente de correlacion 0,40723
p-value 0,078

R2= Coeficiente de regresion (valor de 0 o cercanos a 0 no existe una correlacion entre la distancia
genética y la distancia geogréafica). R=coeficiente de correlacion (valor numérico en el que el incremento
de una variable explica a otra). Valor P= menores a 5% (0.05) de significancia no se rechaza la Ho,
mayores a 5% de significancia se rechaza la Ho (Legendre & Fortin, 2010).
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Tabla 9. Coeficientes de coancestria obtenidos mediante el método de Wang para los
individuos de P.galapageium de la Isla Santa Cruz mediante el software Coancestry

Norte Noroeste | Noreste Este Sur Centro | Sur Oeste
Norte -0,09226
Noroeste 0,02164 -0,08538
Noreste 0,01666 0,01864 0,24885
Este -0,06949 -0,02268 -0,01873 0,01883
Sur Centro -0,06747 -0,00776 0,05099 -0,04868 -0,0324
Sur Oeste -0,08441 0,08951 0,00261 -0,0445 -0,02708 0,07438

Valor de coancestria promedio:-0.02387

Valores negativos o menores que 0.25 indican un bajo indice de parentesco (Wang, 2014).
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Figura 1. 93 muestras recolectadas en 17 localidades de la Isla Santa Cruz, Galapagos:
GR:Granillo Rojo, GE:Los Gemelos, SA:Salasaca, CAM:Camote, CM:Cerro Mesa,
CAS:Cascajo, GAP:Garrapatero, BE:Bellavista, TB:Tomas de Berlanga, PA:Parque
Artesanal, GUA: Los Guayabillos, OCC:Occidente, MAN:Manzanillo, PB:P&jaro
Brujo, EC:Elias Cando , CH:Chato, KZ:Caseta. Mapa realizado por Leo Zurita
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Figura 2. PCoA de los individuos de P. galapageium muestreados en la Isla Santa
Cruz. Cada color representa a las 6 subpoblaciones. Se sugiere que los individuos
muestreados se agrupan en tres grupos representados con los colores amarillo, rojo y
verde. Individuos de las subpoblaciones del Suroeste y Noroeste se encuentran en el
grupo de color rojo. Individuos de la subpoblacién de Noreste se encuentran en el grupo
de color amarillo. Los individuos de las subpoblaciones Sur, Centro, Norte y Este se
encuentran distribuidos aleatoriamente en las tres agrupaciones (amarillo, rojo y verde).
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Figura 3. Dendrograma obtenido mediante el método de Neighbor Joining (NJ) de los
individuos de las 6 subpoblaciones de P. galapageium en la isla Santa Cruz. Las
distancias genéticas entre los individuos de las subpoblaciones se reflejan en la longitud
de las ramas. Las subpoblaciones del Noroeste y Noreste presentan ramas mas alargadas
a diferencia de las otras subpoblaciones.

Figura 4. Estructura poblacional obtenida mediante software STRUCTURE de los 87
individuos muestreados en la Isla Santa Cruz agrupados en 6 subpoblaciones con un
valor 6ptimo de K=2. Los valores de K corresponden al nimero de acervos genéticos
(representados con diferentes colores).
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Figura 5. Frecuencia de los coeficientes de endogamia F (promedio) observados en los
87 individuos de P. galapageium muestreados en Santa Cruz, Galapagos. La mayoria de
los individuos se encuentran en valores F promedio cercanos a 0 (Valor F

promedio=0.1-0.2), lo cual indica que no hay endogamia en la poblacion.
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Figura 6. Gréafica de los coeficientes de endogamia F de obtenido de los 87 individuos
de P. galapageium muestreados en la Isla Santa Cruz. Cada punto representa un
individuo y cada color su localidad. La mayoria de los individuos se distribuyen en un
rango menor de 0.4, lo cual indica que no hay endogamia en la poblacion.



Ladder YMANT YMAN2

ANEXOS

YMANI YMANS YMANS YMANG YTB1 YTB2

¥YTB3 YTB4 YTBS

“----------n-

YGAP2 YGAP3

YGAP4 YOCC1

yoccz Yoccs Yocca

—

-P‘“.".l"
- -

Yoccs Yocce YKZ1 YBE1

r P s

R
OB e - ©

87

Anexo 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar el ADN extraido de
muestras de P.galapageium de las localidades de Manzanillo (YMAN), Tomés de
Berlanga (YTB), Elias Cando (YEC), Garrapatero (YGAP), Occidente (YOCC), Caseta
(YKZ) y Bellavista (YBE). Ladder 100pb (Invitrogen).

Anexo 2. 93 muestras recolectadas de 17 localidades en la Isla Santa Cruz, calidad de
ADN, cuantificacién (ng/UL), coordenadas de recoleccion y altura de las muestras
sobre el nivel del mar. En amarillo se encuentran las muestras seleccionadas para la

amplificacion.
Nombre Cuantificacion Altura sobre el nivel del

Localidad muestra | ADN ng/UL Coordenadas mar
YGR1 Buena 179,9 S$0037.120 W 090 21.984 216

YGR2 Buena 375,7 $0037.158 W 090 21.960 625

YGR3 Buena 523,4 S0037.267 W 090 21.926 627

.g. YGR4 Buena 237,6 S0037.009 W 090 22.024 602

a_é YGR5 Buena 563,4 S0036.931 W 090 22.048 588
TE YGR6 Buena 487 S 0036.904 W 090 21.945 565

© YGR7 Buena 427,7 S$0036.911 W 090 21.862 565
YGRS Buena 597,4 S$0036.298 W 090 22.117 572

YGR9 Buena 207,3 S 0036.888 W 090 22.252 564

YGR10 Buena 489 S 0036.880 W 090 22.346 567
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YGE1 Buena 946,7 S$0037.486 W 090 23.027 617

YGE2 Buena 334,6 $0037.558 W 090 23.092 617

é YGE3 Buena 523,3 S0037.547 W 090 23.123 623

§ YGE4 Buena 343,1 S 0037.568 W 090 23.257 605

§ YGES Buena 606,7 S$0037.466 W 090 23.159 618

YGE6 Buena 584,8 S$0037.440 W 090 23.066 617

YGE7 Buena 387,3 S0037.389 W 090 23.148 620

YSA1 Buena 494,6 S 0037.957 W 090 26.149 374

YSA2 Buena 231,9 $0037.916 W 090 26.188 380

g YSA3 Buena 363,8 $0037.899 W 090 26.261 382

ﬁ YSA4 Buena 298,1 S 0038.010 W 090 26.333 365

YSAS Buena 456,8 S0037.876 W 090 26.246 386

YSA6 Buena 144,8 S$0037.803 W 090 26.194 388

YCAM1 Buena 78,7 $0038.264 W 090 17.508 426

YCAM2 Buena 337,6 S0038.298 W 090 17.552 419

§ YCAM3 Buena 331,5 S0038.327 W 090 17.627 426

3 YCAMA4 Buena 455,4 $0038.191 W 090 17.478 441

YCAMS5 Buena 228,1 $0038.279 W 090 17.448 437

YCAM6 Buena 492,8 S0038.333 W090 17.394 425

YCM1 Buena 694,7 S0038.534 W 090 17.137 496

Cerro Mesa YCM2 Buena 296,2 $0038.563 W 090 17.080 485

YCM3 Buena 339,8 $0038.574 W 090 17.284 427

YCAS1 Buena 149,5 S$0040.251 W 090 16.279 278

YCAS2 Buena 439,7 S$0040.270 W 090 16.183 285

o YCAS3 Buena 359,5 $0040.216 W 090 16.211 281

g YCAS4 Buena 217 $0040.226 W 090 16.263 283

o

YCAS5 Buena 432,6 S$0040.301 W 090 16.263 281

YCAS6 Buena 233,5 S0040.347 W 090 16.237 267

YCAS7 Buena 519,1 $0040.228 W 090 16.284 288

YGAP1 Buena 304,6 $0040.397 W 090 14.335 132

o) YGAP2 Buena 262,9 S$0040.617 W 090 14.053 94

% YGAP3 Buena 215,9 S0040.367 W 090 14.460 138

g YGAP4 Buena 231 S 0040.398 W 090 14.537 139

© YGAP5 Buena 552,9 $0040.394 W 090 14.602 148

YGAP6 Buena 392,7 S 0040.360 W 090 14.667 142

YBE1 Buena 542,9 S0041.634 W 090 19.280 202

YBE2 Buena 407,1 $0041.594 W 090 19.216 219

g YBE3 Buena 541,7 $0041.688 W 090 19.162 210

% YBE4 Buena 144 S0041.558 W 090 19.037 220

° YBES Buena 245,4 S0041.407 W 090 18.974 231
YBEG6

Buena 200,4 S$0041.564 W 090 18.817 216
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YTB1 Buena 551,1 S 00 42.394 W 090 19.304 139

Eo YTB2 Buena 526,8 S 00 42.387 W 090 19.234 147

% YTB3 Buena 592,1 S 0042.433 W 090 19.324 142

E YTB4 Buena 470,4 S 0042.559 W 090 19.218 137

é YTBS Buena 978,3 S 00 42.525 W 090 19.100 134

s YTB6 Buena 956,5 S 00 42.470 W 090 18.986 141

YTB7 Buena 887,6 S 0042.430 W 090 19.324 144

YPA1 Buena 157,1 S 00 42.540 W 090 20.196 156

E YPA2 Buena 208,7 S 00 42.598 W 090 20.217 152
<

4 YPA3 Buena 490,8 S 00 42.686 W 090 20.201 141

% YPA4 Buena 473,4 S 0042.797 W 090 20.227 141

o YPA5 Buena 1007,6 S 00 42.706 W 090 20.266 145

& YPA6 Buena 462,2 S 00 42.589 W 090 20.251 154

YPA7 Buena 312,4 S 00 42.477 W 090 20.246 161

YGUA1 |Buena 490,4 S0041.910 W 090 20.484 179

é YGUA2 |Buena 585,3 S 00 41.891 W 090 20.436 182

E YGUA3 |Buena 376,3 S 00 42.053 W 090 20.498 178

é YGUA4 |Buena 361,8 S 0042.174 W 090 20.596 166

3 YGUA5 | Buena 243,1 S 00 42.286 W 090 20.620 165

YGUA6 |Buena 345,6 S 00 42.410 W 090 20.660 160

YOCC1 |Buena 134,5 S 0042.526 W 090 21.422 140

o YOCC2 |Buena 638,1 S 0042.461 W 090 20.925 153

E YOCC3 |Buena 501,8 S 00 42.465 W 090 21.038 154

g YOCC4 |Buena 189,5 S0042.471 W 090 21.111 155

YOCC5 |Buena 693,7 S 00 42.485 W 090 21.366 148

YOCC6 |Buena 455,1 S 0042.421 W 090 21.403 154

YMAN1 | Buena 324,3 S 0041.759 W 090 24.102 174

o YMAN2 | Buena 610,3 S 00 41.780 W 090 24.045 176

TEU YMAN3 | Buena 345,3 S 00 41.855 W 090 24.065 177

§ YMAN4 | Buena 485,5 S 0041.907 W 090 24.118 171

YMANS5 | Buena 245,7 S 0041.915 W 090 24.199 166

YMAN6 | Buena 400,9 S 00 41.807 W 090 24.165 175

Pajaro Brujo YPB1 Buena 381,2 S 0039.461 W 090 24.534 388

Elias Cando YEC1 Buena 414,8 S 00 40.631 W 090 20.401 358

YEC2 Buena 495,5 S 00 40.507 W 090 20.390 385

YCH1 Buena 319,3 S 00 39.979 W 090 26.363 218

YCH2 Buena 329,5 S 0040.118 W 090 26.341 206

2 YCH3 Buena 295,9 S 0040.118 W 090 26.341 206

5 YCH4 Buena 397,3 S 00 40.336 W 090 26.280 207

YCH5 Buena 378,6 S 00 40.295 W 090 26.237 206

YCH6 Buena 422,3 S 0040.219 W 090 26.126 228

Caseta YKZ1 Buena 413,5 S 0041.227 W 090 24.810 199
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YPB1 YEC2 YCHS YKZ1 YBE6 YCM2 YCAS2 YGAP5 YBE1 YGUA3

GYB7

YMAN4 YGR2 YPA1 YMANS5 YGE4 YGR9 YCAS4 YTB3 YPA3 YPA7 YCM2 YBE1 C-

b)

Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar la amplificacion de
los loci microsatélites mediante el uso del sistema de tres primers a partir de las
muestras de ADN de P.galapageium de distintas localidades de la Isla Santa Cruz.
a)Amplificacion con el primer GYB7 con muestras de Pajaro Brujo (YPB), Elias Cando
(YEC), Chato (YCH), Caseta (YKZ), Bellavista (YBE), Cerro Mesa (YCM), Cascajo
(YCAS), Garrapatero (YGAP) y Los Guayabillos (YGUA). b) Amplificacion con el
primer GYB29con muestras de Manzanillo (YMAN), Granillo Rojo (YGR), Parque
Artesanal (YPA), Los Gemelos (YGE), Cascajo (YCAS), Tomas de Berlanga (YTB),
Cerro Mesa (YCM) y Bellavista (YBE). Ladder 100pb (Invitrogen) y Control
Negativo.
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Anexo 4. Picos de fluorescencia generados después de la electroforesis capilar
analizados en software GeneMarker. a) Individuo YGUA2 amplificado con el primer
GYB27 y fluoréforo NED, se muestran dos alelos (heterocigoto) con tamafios de 325 y
331 pb. b) Individuo YGAP3 amplificado con el primer GYB23 y fluor6foro 6FAM, se
muestra un alelo (homocigoto) con tamafio de 337 pb.

Anexo 5. 30 marcadores microsatélites disefiados con la cola A agregada
(GCCTCCCTCGCGCCA) de los cuales se seleccionaron 15 primers para realizar el
presente estudio marcados en amarillo. Se muestran las secuencias forward y reverse de
cada uno, el nimero de motivos y la temperatura de annealing estandarizada.

Primers | Forward Primer Reverse Primer Motifs(bases) ann::ling
GYBI | GCCTCCCTCGCGCCAGTTAGGGTCGAAACAGTCCTAAACC | GTGATGGTCAACAGAGGGAAATAGG | AAAAAT(60) | Ng
GYB2 | GCCTCCCTCGCGCCATTTGTCACCCTACATAATTCTTCCC GGAGAGAGCGAGACAAGCATAGG AAAGAG(54) | Ng
GYB3 | GCCTCCCTCGCGCCAAAAAGTCAAATAAAGCCGCCTACG AGGTTACTCTAATGCCCTTTCGG AAAT(32) 60°C
GYB4 | GCCTCCCTCGCGCCAGTAGGCTTTGAAAATTCTCATCCG CTTATGGAGGCAAATTCGATCAGG TTC(27) 65°C
GYB5 | GCCTCCCTCGCGCCACACAAGTATCGTGCTACCAAATCG GGCGGATATGCAAATATATGATCG TTC(27) 63°C
GYB6 | GCCTCCCTCGCGCCAGCTACCTAAGTGTGGAAAGAGAACG | GGAAACCACTCGTGAGTATTACAGC | ATT(30) 64°C
GYB7 | GCCTCCCTCGCGCCAGCAGGCAAGAACAGATAGAGATCG TCTTCTCAACAACCAGATTCTCACC | TCC(33) 64°C
GYB8 | GCCTCCCTCGCGCCAATGGCCGGAAGAATCAAATCC CATCTCTCATCTTGTTCCACATCC ATT(39) 67°C
GYBY9 | GCCTCCCTCGCGCCAGCTCTGTTAATCTGGGCTTTGC CTCCTTCACAAAATTCACACTGACC | TTC(30) 67°C
GYB10 | GCCTCCCTCGCGCCAATGAGAGAAGTCAAAGCAAGGAACG | ATTCGCTCCCAAACTAATACACACG | ATT(39) NE
GYBI11 | GCCTCCCTCGCGCCAAGTGAGAGTGGGTAAAAGTCAGTGC | GTGAGAAATTGGGGACTATATGGG TTC(36) 68°C
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GYBI2 | GCCTCCCTCGCGCCAACTATTGCTGCGACGTTCTTCC ATGTATGCACCCTCTTGTTTTAACG TTC(42) 68°C
GYB13 | GCCTCCCTCGCGCCAGATCAACCTGATCCTTGAAGTGG TTATCGGTTAGTGCGTCTGAAAACC | ATT(27) NE
GYB14 | GCCTCCCTCGCGCCAATCCACTTTCATATCATGCAAGACC TGCACAAATGTATCCTCTTAACTGC | ATT(36) 66°C
GYBI15 | GCCTCCCTCGCGCCATAAGCCTGGCCTTACTAAAATCACC TATGACTTCGGAGGGACTGTGC AAC(27) 64°C
GYBI16 | GCCTCCCTCGCGCCACCTGGTGCAGTACTTTCATTTATAAGC | CAATCATCAATTTTCGCTCTTACCC TTC(33) NE
GYB17 | GCCTCCCTCGCGCCAAGTGAGTTCGTCAAGGCAAGG GAAATTATTGACATGGACCTAACCG | ATT(36) NE
GYB18 | GCCTCCCTCGCGCCAACTGAGTTTCGATCGAGTCTATGGG AGAGCCCTAAGGACTTAGAGAATGC | ATT(30) 60°C
GYBI19 | GCCTCCCTCGCGCCAACTGCTCAGCTCGTCTTCACC TTAACAGAGGAGTTGAAGGCAAAGG | TGC(27) NE
GYB20 | GCCTCCCTCGCGCCAGAGGAAGCGATAGTGTATGTTGAGC | CACAAAGTCCCTTTGCTTTTGC ATC(33) 63°C
GYB21 | GCCTCCCTCGCGCCACCGATTTCTGGTAAGGAGAGAGG TGTTGTAGTTTGTAGGTCCATGTCG | TTC(33) 57°C
GYB22 | GCCTCCCTCGCGCCAATGAAGATCAACCTCTTCCATTGC AGTAATGACTCCGGTCAGTCTTCC TTC(27) 60°C
GYB23 | GCCTCCCTCGCGCCACTTAAATTTTCCGTCTCTCTCTTCG ACAAATCCACGGTAATTGTATGAGC | ATT(30) 64°C
GYB24 | GCCTCCCTCGCGCCAGTGTTCAGAGACATTCTATCGTTGC ATTCTAGAGCCGTGACTTGTTCTCG | TGC(30) NE
GYB25 | GCCTCCCTCGCGCCAGCCAGCAAATCAAAATTATCCC GGACCGATCAAATCTTCTAAACC ATC(27) 63°C
GYB26 | GCCTCCCTCGCGCCAGGGGAATGAGCAAGAGAAAAGG GTCATTCGTGGTAGAAGTTATTCGG | TTC(27) 68°C
GYB27 | GCCTCCCTCGCGCCATCTTGATGAACCAAGACCTACTGC CCAAACACAAGATAACGAACTTTCC | ATT(36) 67°C
GYB28 | GCCTCCCTCGCGCCAGACCAGTGAATAAAAGAGTTTGTGC | TTGTTGAAGTGGAAAGAGAGAAACG | ATC(36) NE
GYB29 | GCCTCCCTCGCGCCATTTGTCGGGACTCTCTAATGGC GAGGTTACGTAGAATTCTTGATGTGC | TTC(27) 65°C
GYB30 | GCCTCCCTCGCGCCAGGTCAAGCAAAAGAGAGAAATGC TTTCTTGTCTTTCGTGATTCCG TGC(27) 63°C
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Anexo 6. Mapa de recoleccién de muestras 93 de P.galapageium en la Isla Santa Cruz y las zonas de vegetacién. Mapa realizado por Diego
Urquia.
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