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RESUMEN

El avellano (Gevuina avellana) es una especie arb6rea nativa de Chile, de creciente
interés econdmico, principalmente por sus frutos comestibles y por su madera. Desde
un punto de vista cientifico y econémico, puede resultar Util conocer mas datos acerca
de su variabilidad genética y de su filogenia, ambos ambitos hasta hoy relativamente

poco estudiados en especies chilenas.

Se desarrollé una investigacion con ADN del nicleo y del cloroplasto de individuos
procedentes de 11 localidades del pais y se emplearon técnicas moleculares y analisis
con el objetivo de buscar variabilidad genética en estas regiones del genoma,
desarrollar partidores especificos para la especie a partir de la region trnS-psbK del
cloroplasto y usar la region ITS para establecer la posicion del avellano dentro de la
familia Proteaceae mediante tres métodos de inferencia filogenética: maxima

parsimonia, maxima verosimilitud y analisis bayesiano.

La presencia de polifenoles y problemas metodol6gicos durante la extraccion de ADN y
la PCR condujeron a trabajar con un nimero bajo de muestras. Se concluyé que la
region ITS no es lo suficientemente variable para el objetivo planteado y que la regién
trnS-psbK presenta variabilidad, pero la cantidad de muestras disponibles no permitié
evaluarla ni desarrollar partidores 6ptimos. De los tres partidores disefiados, cumplen
con su objetivo el partidor Ga-trnS0-F1 y Ga-trnS0r-R1, no asi el partidor Ga-trnS0r-R2.

El estudio filogenético se realizé con secuencias de la regién ITS del avellano y de 78
géneros de la familia Proteaceae disponibles en bases de datos internacionales. Las
conclusiones de estas pruebas son que al alinear las secuencias, el variar las
penalizaciones por apertura y por extensién de un gap se producian diferencias en la
posicién y soporte de los grupos de taxones proporcionados por cada método de

inferencia. A pesar de ello, los tres métodos corroboran la informacién obtenida por



otros investigadores con distintas regiones del genoma, que sitian a Gevuina junto a
otros siete géneros dentro de la subtribu Gevuininae y a esta dentro de la tribu

Macadamieae.



SUMMARY

Chilean hazelnut (Gevuina avellana) is a tree-species native of Chile, with a growing
economic interest, caused for its edible fruits and its wood. Knowledgement about its
genetic variability and phylogeny is relevant for scientists and growers, and these
issues are a scarcely studied field for Chilean species.

A research was developed using nuclear and chloroplast DNA from samples of 11
populations of G. avellana. It were used molecular techniques and phylogenetic
analysis and their objectives were to search for genetic variation in two DNA regions; to
design specific primers for the species using trnS-psbK chloroplast-region; and to use
ITS region for stablishing position of G. avellana in family Proteaceae through three
methods of phylogenetic inference: Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and

Bayesian Analysis.

Polyphenolics and methodological problems during DNA extraction and PCR caused a
poor quantity of work samples. It was concluded that ITS region of G. avellana is
insufficiently variable for proposed objective, but trnS-psbK region has more variability;
however, it was not possible to carry an evaluation nor develop optimal primers
because sample number was low. Of three designed primers, two worked properly.

Phylogenetic study was carried using sequences of ITS region of G. avellana and
sequences of other 78 genera of family Proteaceae obtained from international
databases. In aligning sequences, it were seen differences in position and support of
groups for each method when varied penalizations for gap opening and gap extension.
However, all three methods does not contradicts with preexistent data from another
researchers telling Gevuina and seven more genera compound subtribe Gevuininae in

tribe Macadamieae.



1 INTRODUCCION

El conocimiento de la diversidad genética de una especie, complementado por el
conocimiento de su evolucién, es un aspecto importante al encarar tareas como el
mejoramiento genético o el disefio de estrategias de proteccion de poblaciones
naturales. En Chile, el estudio de la filogenia y la variabilidad genética existente en las
especies nativas de plantas y animales es un campo de investigacion todavia poco
abordado.

El avellano chileno (Gevuina avellana) es una especie arbérea nativa de la zona
centro-sur de Chile, que se distribuye entre la VII y la Xl Regién, con presencia
reducida en algunas areas limitrofes del suroeste de Argentina. Posee importancia
agrondémica y forestal, a causa de sus frutos comestibles, la calidad de su madera y su
uso como planta ornamental y melifera. La especie tiene una importancia econémica
creciente, pero todavia no se han publicado estudios acerca de su diversidad genética
basados en técnicas de andlisis moleculares. Existen en cambio varias investigaciones
gue incluyen al avellano al intentar dilucidar las relaciones que existen entre los
miembros de la familia Proteaceae; en ellas se han empleado marcadores fenotipicos
tanto como genotipicos, siendo estos Ultimos los que han permitido la construccién de
arboles filogenéticos que sitlan de forma consistente a Gevuina, junto a otros siete
géneros, dentro de la subtribu Gevuininae, perteneciente a su vez a la tribu
Macadamieae, dentro de la cual también se halla el género Macadamia, poseedor de
especies cultivadas en varias regiones del planeta por sus nueces comestibles.

Los analisis de secuencias nucleotidicas acoplados a técnicas basadas en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) han resultado ser una herramienta eficaz para
determinar la variabilidad genética y las relaciones de parentesco entre taxones y
dentro de ellos. Una region del ADN nuclear que se usa ampliamente en estudios
filogenéticos en plantas es la region ITS, a causa de la alta variabilidad de las

secuencias ITS-1 e ITS-2 que flanquean el gen 5.8S, cuyas secuencias son mas



conservadas y que codifica ADN ribosomal. Por su parte, el ADN del cloroplasto se
utiliza en estudios genéticos a causa de su menor tasa de cambio relativa a través del
tiempo, que se debe a su transmision por herencia uniparental (materna en el caso de

la mayoria de las angiospermas) y a la ausencia de recombinacion.

Al hacer estudios filogenéticos con secuencias de ADN se requiere procesar una
enorme cantidad de informacién y a la vez realizar muchos célculos matematicos. El
hacer esto a gran escala solamente es practicable mediante el uso de programas
computacionales que incluyen algoritmos para resolver la busqueda de relacion entre
las secuencias. El uso de estos programas en conjunto con una provision adecuada de
datos de entrada y de parametros de trabajo ha permitido que durante los Gltimos afios
haya ido surgiendo un nimero creciente de informacidn acerca de la filogenia de los
seres vivos. Si bien estas herramientas han resultado eficaces en la investigacion,
todavia queda una vasta cantidad de taxones sin investigar o estudiados de forma

somera, como es el caso del avellano chileno.

El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar la filogenia y la variabilidad de Gevuina
avellana aplicando métodos de inferencia filogenética al analisis de secuencias de la
region ITS del nicleo y de la regién trnS-psbK del cloroplasto. Los objetivos especificos
fueron obtener secuencias de las regiones en estudio, desarrollar partidores
especificos para la especie a partir de las secuencias del cloroplasto y determinar las
relaciones filogenéticas de la especie con el resto de la familia Proteaceae a través de

los métodos de maxima parsimonia, maxima verosimilitud y analisis bayesiano.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Especie

La especie Gevuina avellana Molina, llamada comunmente “avellano”, “avellano
chileno” o “gevuin”, es un arbol de la familia Proteaceae nativo de las regiones
templadas de Chile y Argentina. Tiene uso como especie maderera, frutal y
ornamental. (HOFFMANN, 1997)

2.1.1 Descripcion. De copa globosa y muy ramificada, crece hasta unos 18 m de
altura, El tronco puede alcanzar hasta 50-60 cm de didmetro y tanto él como las ramas
adultas son de color ceniciento, con la corteza algo rugosa; los brotes nuevos y las
ramitas tienen un aspecto ferruginoso y pubescente (RODRIGUEZ et al., 1983). Las
hojas son compuestas e imparipinadas, aunque a veces también pueden ser bipinadas;
sus foliolos son coridceos con borde aserrado (RODRIGUEZ et al. 1983 y DIMITRI,
1977). Produce una inflorescencia en racimo recto, formada por flores hermafroditas de
cuatro tépalos fusionados con la base de los estambres y con ovario simple, supero.
(HALLOY et al., 1996)

Existen mecanismos que impiden o dificultan la autofecundacién, como la protandria y
la existencia de estructuras polifendlicas, La polinizacion es hecha por insectos y la
diseminacion de los frutos ocurre por gravedad (YANEZ, 2004, MEDEL et al., 2004).

El fruto, llamado avellana, es una drupa lefiosa de entre 1,2 y 2,3 cm de diametro, que
se habria originado a partir de un foliculo indehiscente (HALLOY et al., 1996). La
coloracion de las avellanas va desde el verde en los frutos inmaduros, pasando por el
rojo, hasta llegar finalmente al negro violaceo cuando ya han madurado (DONOSO et
al., 2006).

2.1.2 Distribucién. Segin RODRIGUEZ et al. (1983), el avellano crece

abundantemente desde la Regién del Maule hasta la de Aisén, particularmente en los



faldeos de la Cordillera de los Andes y de la Costa. Mufioz (1956), citado por
MARTINEZ (2001) indica que G. avellana se encontraria por el norte hasta la costa de
Valparaiso. Informacién mas reciente, de MEDEL et al. (2004), fija los limites entre los
35° y los 44° lat. S, indicando como limites septentrionales el sur del rio Mataquito por
la Cordillera de los Andes, mientras que en la Cordillera de la Costa empezaria a
presentarse algo al norte del rio Teno; en cuanto al limite sur, llega hasta las Islas
Guaitecas. INTEC - CHILE (1983), citado por YANEZ (2004), aclara que se trata de
una distribucién discontinua, ya que la especie esta asociada a siete tipos forestales
chilenos que ocurren en esa area, a saber: Tipo Forestal “Roble-Hualo”, “Ciprés de la
Cordillera”, “Roble-Rauli-Coigilie”, “Coiglie-Rauli-Tepa”, “ Siempreverde”, “Alerce” y
“Ciprés de las Guaytecas”. En su area de distribucién los rangos de precipitacién
varian desde 500 mm anuales por el norte hasta 2500 mm anuales por el sur y es
capaz de resistir temperaturas extremas, tanto bajas como altas, aunque para soportar
estas Ultimas requiere que siga existiendo humedad ambiental (Donoso 1978 y Medel y
Medel, 2000, citados por DONOSO et al., 2006).

N
< i
=

FIGURA 1 Mapa de distribucion de la especie.

FUENTE: MEDEL et al. (2004)



2.1.3 Taxonomia. De acuerdo a lo sefalado por HALLOY et al. (1996), la posicién
taxondmica de G. avellana dentro de la familia de las Proteaceas es la subfamilia
Grevilleoidae, tribu Macadamieae y subtribu Gevuininae. Los mismos autores sefialan
que Baines 1981 incluye en el género Gevuina a una especie de la isla de Nueva
Guinea (Gevuina papuana) y a otra del territorio australiano de Queensland (Gevuina
bleasdalei), mientras que los estudios de Morley y Toelken (1983) ponen a estas dos
especies dentro del género Bleasdalea, manteniéndolo dentro de la subtribu
Gevuininae. WESTON y BARKER (2006), llevaron a cabo una reclasificacion completa
de la familia en el nivel supragenérico basandose en los datos moleculares existentes;
de acuerdo a ese estudio, el género monoespecifico Gevuina esta dentro de la subtribu
Gevuininae junto a otros siete géneros distribuidos en Oceania, América del Sur y

Nueva Guinea.

Un trabajo posterior de WILLIS (2007) acerca de las relaciones entre los géneros de la
tribu Macadamieae por medio del estudio de secuencias del nucleo (PHYA, waxy 1y
waxy 2) y del cloroplasto (matK, atpB y NHF), corrobora estos resultados y afiade
informacién sobre las relaciones de parentesco dentro de la subtribu, y al combinar
todos los datos el arbol filogenético se resuelve con Gevuina como una linea separada

de los otros cuatro géneros muestreados de Gevuininae.

Relacionado con el trabajo anterior, MAST et al. (2008) publicaron un estudio mas
completo de la tribu Macadamieae, en que se investigaron las relaciones filogenéticas
de mas géneros y especies, sus tiempos de divergencia y la forma en que ocurrié la
dispersion a través de los genes nucleares PHYA, waxy 1, waxy 2, ITS 1 e ITS 2, de
los genes del cloroplasto matK, atpB y NHF y de 53 caracteres morfolégicos. Para
estudiar la filogenia se empleé el método de andlisis bayesiano y de maxima
parsimonia en los caracteres morfoldgicos y el andlisis bayesiano en las secuencias. Al
analizar en conjunto los tres genes del cloroplasto se obtuvo una politomia para 7 de
los 8 géneros de la subtribu, quedando Cardwellia en una rama aparte; en cuanto a los
genes nucleares, sin incluir la region ITS, la politomia de Gevuininae fue completa; en
tanto, la regiéon ITS (Figura N° 2) nuevamente dej6é a Cardwellia como un género aparte
de los otros siete. El analisis bayesiano de todas las secuencias y caracteres
morfoldgicos arrojé como resultado que el arbol de la subtribu tendria una topologia en



gue Cardwellia es una rama individual y que dentro del grupo formado por los otros

siete géneros, Gevuina queda aparte, pero algunos nodos tuvieron bajos porcentajes

de confianza.

ITS (Bayes)

Macademia grandis
—E M. claudiensds
M. hildebrandii

M, whedanii

Orites MEQECATPUS

0 oS TaCArnuE
Parapsis cinnamomea
P yolomibo

P lozanod

P, ferruginga

Brabajum

M. integrifolla
_[E M, etraphyila

M. ternifalia

M. jansenil MAC

FIGURA 2 Clasificacion de la tribu Macadamieae obte

bayesiano de secuencias ITS.

FUENTE: MAST et al. (2008)

2.1.4 Variacion intraespecifica.

nida con el uso del analisis

La especie se halla adaptada a condiciones

ambientales muy dispares dentro de un area de distribucion amplia. Este hecho

permitiria suponer que existe una diferenciacion genética entre sus poblaciones. Sin

embargo, este supuesto puede resultar dificil de determinar dada la amplia variabilidad

fenotipica observable incluso dentro de una misma poblacion. Se ha encontrado que el

indice de area foliar muestra una tendencia a disminuir de norte a sur, que la floracién

también varia de norte a sur y que el tamafio y peso de los frutos es mayor en el norte.
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Sin embargo, también hay alta variabilidad para estas caracteristicas dentro de las
poblaciones y entre clones particulares (MEDEL et al., 2004; DONOSO et al., 2006).

2.2 Variabilidad genética y técnicas moleculares

Las poblaciones vegetales se ordenan dentro de sus comunidades de acuerdo a
caracteristicas inherentes a la especie, tales como su tipo de reproduccion o el sistema
de polinizacién, pero también su distribucién esta condicionada por las interacciones
con otros organismos y con el medio. La combinacién de estos factores determina la
estructura genética de una poblacion (Jain, 1990, citado por DEL HOYO, 2006).

En la estructura genética se encuentran los rastros de eventos evolutivos pasados, sin
embargo, hacer afirmaciones cuantitativas acerca de tales eventos es dificil porque los
genes son intrinsecamente muy variables (Nordborg, 2001, citado por PALME y
VENDRAMIN, 2002).

Las técnicas moleculares estan convirtiéendose en herramientas de importancia cada
vez mayor para la observacion de procesos demograficos y para la comprensién de
eventos histéricos que inciden sobre las poblaciones (Haig, 1998 y Moritz, 1995,
citados por BEKESSY et al., 2002).

DEL HOYO (2006) indica que entre estas técnicas ha aparecido una gran diversidad de
métodos que usan el ADN y estan basados en la PCR, tales como los RAPDs (ADN
polimoérfico amplificado al azar) o los microsatélites. Tales técnicas han resultado de
gran utilidad y su uso ha proporcionado muchos datos acerca de la estructura genética
de las poblaciones y el grado y distribucién de su variabilidad genética.

2.2.1 Uso del ADN del cloroplasto. EI ADN del cloroplasto (ADNcp) es una
molécula circular, de un tamafio comprendido entre 120 y 217 Kb (Palmer, 1987 citado
por DONOSO et al., 2004). Se detectd por primera vez en 1909 gracias a que su
herencia no cumplia con las leyes de Mendel. Esta herencia no mendeliana del
cloroplasto (y también de la mitocondria) se manifiesta en la segregacion rapida de los
alelos durante la reproduccién vegetativa y en que se heredan de tan solo uno de los
progenitores (BIRKY, 1995). En la revision de PROVAN et al. (2001) se sefiala que “el
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genoma de los organelos tipicamente es no recombinante, heredado de forma
uniparental y efectivamente haploide.”

El cloroplasto es heredado generalmente por via materna en las angiospermas y esta
herencia uniparental disminuye el tamafio efectivo de la poblacién y, junto con el hecho
de que el cloroplasto se dispersa solo a través de las semillas, produce un potencial
mas alto para la formacion de una estructura genética geograficamente determinada.
Ademas, la herencia uniparental del genoma del cloroplasto implica evolucion clonal,
un factor que en gran medida facilita la reconstrucciébn genética en el nivel
intraespecifico (Dumolin et al. 1995; Rajora y Dancik 1992, citados por PALME vy
VENDRAMIN, 2002).

Su tasa de mutacion es variable para las diferentes regiones del genoma y se estima
gue es mayor en la region larga de una sola copia o LSC (SCHAAL et al., 1998; Clegg,
1991, citado por GRIVET et al., 2001).

Se ha convertido en una herramienta para los estudios genéticos en plantas a causa
de su orden conservado de genes, la disponibilidad amplia de partidores y una

ausencia general de heteroplasmia y recombinacion (PROVAN et al. 2001).

Se han encontrado varios “partidores universales” que amplifican separadores no
codificantes del genoma del cloroplasto, la mayoria de ellos proceden de separadores
entre genes del ARNt, en los que se ha demostrado la existencia de variabilidad entre

poblaciones o especies (Demesure et al., 1996, citados por CHIANG et al., 1998).

El uso conjunto de marcadores citoplasmaticos y fésiles ha ayudado a desentrafar las
principales rutas migratorias seguidas por un gran nimero de plantas y animales
después de la ultima glaciacién en el norte de Europa (Taberlet et al. 1998; Hewitt 2000
citados por PALME y VENDRAMIN, 2002).

Tales estudios se han llevado a cabo considerando las relaciones de congruencia que
se dan entre haplotipos y su distribucién geogréfica. Estas relaciones son mas faciles
de advertir cuando se reduce el flujo de genes entre las poblaciones, de modo que las
mutaciones mas recientes permanecen restringidas a la zona en que se originan
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(Neigel et al., 1991; Slatkin, 1991 y Templeton et al., 1995, citados por SCHAAL et al.,
1998).

2.2.2 Uso de la region ITS. BALDWIN et al. (1995) sefialan que hechos como los
conflictos entre los arboles filogenéticos obtenidos con base en los datos que
proporciona el ADNcp frente a otras evidencias y el alcance limitado de la informacion
filogenética que se consigue con él, hicieron evidente la necesidad de complementar
estos datos con otros obtenidos a partir del ADN nuclear. Una de las regiones del ADN

nuclear que resulté de interés para este fin fue la region ITS del ADN ribosomal (ADNr).

Dentro del ADN ribosomal (ADNr) existen dos regiones no codificantes y altamente
variables que se transcriben conjuntamente con los genes que codifican el ARN de los
ribosomas. Estas regiones reciben el nombre de ITS-1 e ITS-2 (internal transcribed
spacer, “espaciador transcrito interno”) y flanquean al gen 5,8S. La gran variabilidad y
rapida evolucion de las regiones ITS resultan Utiles para estudios filogenéticos

intraespecificos e interespecificos (YANG et al., 2001).

Entre las caracteristicas favorables que tienen las secuencias ITS para su
amplificacion, secuenciacion y analisis se encuentran su “tamafio reducido, regiones
flanqueantes altamente conservadas, alto numero de copias, rapida evolucion
concertada y el mantenimiento de su longitud en las angiospermas” (BALDWIN et al.,
1995).

De acuerdo a YOCKTENG y NADOT (2004), si bien esta region ha resultado ser Uutil,
tiene limitaciones cuando se usa en especies muy préximas entre si y, en particular,

cuando se han producido radiaciones recientes.

Se considera que la filogenia de un organismo es mejor estimada al usar una
combinacién de marcadores nucleares y citoplasmaticos (Doyle, 1992; Moritz y Hillis,
1996, citados por YOCKTENG y NADOT, 2004).

En el estudio de BARKER et al. (2002), acerca de la filogenia de los géneros de
proteaceas del Sur de Africa se emplearon secuencias ITS para determinar las
relaciones existentes entre ellos. Si bien los resultados fueron congruentes en parte
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con los agrupamientos previos basados en caracteres morfol6gicos y en secuencias
del cloroplasto, hubo otros resultados que, a juicio de los autores, llevan a un
replanteamiento de las relaciones dentro del grupo y a la necesidad de complementar

los datos con otros analisis moleculares.

WESTON y BARKER (2006) en una nueva propuesta de clasificacion supragenérica de
la misma familia mencionan ademas diversos estudios que se han servido del ADN del
cloroplasto (Douglas, 1998; Mast y Givnish, 2002), y que se hallan en preparacion dos
estudios mas de Weston, Barker y Downs que emplean secuencias ITS y rbcL (ADNcp)
obtenidas de muestras de la mayoria de los géneros de proteaceas.

2.3 Métodos de inferencia filogenética

Para reconstruir la filogenia de un grupo de taxones a través de secuencias de
nucleétidos o aminoacidos se requiere usar un método de inferencia y raramente es

posible verificar que el arbol resultante sea el verdadero (VANDAMME, 2003).

A grandes rasgos, los métodos existentes pueden dividirse entre aquéllos que
funcionan con una matriz de caracteres discretos en que cada caracter asume uno de
entre varios estados posibles (para secuencias de ADN, los estados posibles son los
nucleétidos A, C, Gy T) y aquéllos que emplean una matriz de distancia entre pares de
taxones. En el primer caso los caracteres son analizados por separado y usualmente
de forma independiente, en el segundo se establece una medida de la disimilaridad
entre taxones y luego se evalla la relacién de cada uno con la matriz (VANDAMME,
2003 y SWOFFORD y SULLIVAN, 2003).

Segin SWOFFORD y SULLIVAN (2003), entre los métodos que usan caracteres
discretos, los mas empleados son la parsimonia y la méaxima verosimilitud. Ambos
métodos emplean una funcién que asignan un puntaje a cada arbol filogenético
obtenido y buscan encontrar aquél cuya topologia cumpla mejor con el criterio de

optimizacion establecido.

2.3.1 Parsimonia. El método de inferencia por parsimonia se basa en el principio

conocido como “navaja de Occam” cuya nocién basica es que si dos hipotesis proveen
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explicaciones validas de un fendmeno, debiera preferirse la mas simple. Aplicado al
andlisis filogenético esto quiere decir que se preferird un arbol o un conjunto de ellos
gue hagan minimo el numero de cambios mutacionales requeridos para explicar los
datos observados (SWOFFORD y SULLIVAN, 2003).

Existen criticas a este método, entre las cuales se cuentan las de quienes estiman que
hace supuestos implicitos sobre el proceso de evolucién y que estos supuestos no

necesariamente son plausibles (SOBER, 2005).

Por otra parte, SWOFFORD y SULLIVAN (2003) indican que el método tiene
limitaciones al existir escenarios en que conduce a resultados erréneos, como por
ejemplo, en el fendmeno conocido como “atraccion de las ramas largas”. Sin embargo,
el mismo autor explica que a pesar de la preferencia de muchos investigadores por el
método de la maxima verosimilitud y otros relacionados, la parsimonia continGa siendo
un enfoque valido y Util por ser rapido, tener menores requisitos computacionales y ser

muy efectivo en muchos casos.

2.3.2 Maxima verosimilitud. De acuerdo a VON HAESELER y STRIMMER (2003), la
funcion de verosimilitud es la probabilidad condicional de los datos dada una hipétesis,
vale decir que en el método de inferencia por maxima verosimilitud se busca
“determinar la topologia, longitud de ramas y parametros del modelo evolutivo que

maximicen la probabilidad de observar las secuencias disponibles”.

Al hacer una inferencia por maxima verosimilitud es necesario indicar explicitamente un
modelo de evolucién para que segun eso se establezcan los parametros que describen
los cambios de estado en las secuencias. Se sabe que los modelos mas complejos
incrementan el error al aumentar la cantidad de parametros evaluados y por ellos se
busca elegir un modelo con el mejor ajuste posible a través de criterios estadisticos
(POSADA y CRANDALL, 2001).

Debido a la cantidad de datos que hay que procesar, no es posible evaluar cada uno
de los arboles que podrian existir y se opta por métodos heuristicos que dan
posibilidades razonables de hallar un arbol 6ptimo (VON HAESELER y STRIMMER,
2003).
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2.3.3 Andlisis bayesiano: Este método guarda semejanzas con el anterior, pero trata
los parametros del modelo de evolucién como variables que pueden tomar sus valores
por azar para incluir la incertidumbre. La inferencia se realiza calculando la
probabilidad posterior de observar los parametros y el resultado es la probabilidad de
gue ese parametro sea correcto dado un modelo correcto de sustitucién. Como
restricciones técnicas no permiten calcular las probabilidades de cada arbol, se emplea
un método heuristico llamado “cadena de Markov Montecarlo”, MCMC por su sigla en
inglés (HUELSENBECK y RONQUIST, 2004).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Material

Para la realizacion del estudio se requiri6 material vegetal, utensilios de colecta,
instrumental y equipos de laboratorio, programas computacionales, diversas clases de

reactivos y otros materiales accesorios.

3.1.1 Material vegetal. Correspondi6 a hojas verdes y sanas provenientes de
avellanos adultos colectados en febrero y marzo de 2007 como parte del proyecto
FONDECYT 106019210 en 8 localidades de la zona centro-sur de Chile, entre la
Region del Maule y la Regién de Los Lagos (Figura N° 3). Antes de la colecta, en
Chillan y Angol se obtuvieron plantas para calibrar la técnica de extraccion y de

amplificacion del material genético.

TMEA
3

L1 -

FIGURA 3 Mapa de los sitios de colecta. 1. Armerill o, 2. Reserva Nacional Los
Queules, 3. Chillan, 4. Parque Jorge Alessandri, 5.  Angol, 6. Monumento Natural
Contulmo, 7. Reserva Nacional Malleco, 8. Parque On  col, 9. Saltos de Huilo-huilo,

10. Colegual,

FUENTE: Adaptado de Demis World Map
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3.1.2 Utensilios de colecta. Para la colecta y conservacién de las ramas cortadas se
emplearon tijeras de podar, cajas de material aislante, bolsas plasticas, agua y papel
absorbente. Para el marcado e identificacion de los &rboles seleccionados se utilizé
pintura en spray y se dibujo un mapa del sitio. Para llevar un registro de sus
caracteristicas morfolégicas relevantes se usaron planillas de anotacién. La

identificacion del material colectado se hizo mediante cintas rotuladas.

3.1.3 Material de laboratorio. Hasta la extraccion de ADN, el material vegetal se
conservo dentro de bolsas plasticas humedas guardadas en un refrigerador a 4° C.
Antes de la extraccion de ADN, las hojas se trituraron en morteros de porcelana
usando pistilos del mismo material y se almacenaron en un congelador a -80 °C. El
proceso de extraccion se llevo a cabo en una cdmara de flujo laminar y como equipo
auxiliar se emple6 una estufa para bafio Maria, un agitador tipo Vortex y una
centrifuga. EI ADN extraido se conservé en un congelador a -20 °C. La reaccién en

y la
electroforesis de los fragmentos amplificados se hizo en una camara de electroforesis

cadena de la polimerasa (PCR) se efectué en un termociclador Thermo ©

horizontal Mupid-ex ©. Para observarlos se emple6 un transiluminador Vilber-Lourmat ®

y para crear el registro fotografico, una camara Kodak DC-180 ©.

Las muestras se manipularon dentro de tubos Eppendorf de 1,5 mL y de 0,2 mL y se
trasvasijaron usando micropipetas monocanal con puntas de plastico desechables de
volumen variable. Adicionalmente, durante las diversas etapas del estudio se
emplearon otros materiales complementarios para la manipulacion del material y la
preparacion de soluciones, tales como vasos de precipitados, gradillas plasticas,
probetas, espatulas de metal, balanzas analiticas y un horno de microondas. El
material se esterilizaba en un autoclave manual o por medio de luz UV y los objetos se
manipularon usando guantes de latex.

3.1.4 Reactivos. Para realizar la extraccion de ADN se requirid de nitrogeno liquido,
buffer de extraccibn CTAB (CTAB 2% ((C1sH33)N(CH3)3Br); NaOH 8 M; Na,HSO3; B-
mercaptoetanol), cloroformo-octanol (24:1), acetato de amonio 7,5 M, isopropanol a -
20°C, etanol 70% frio a -20°C, buffer TE pH 8.0 (tris-HCI 10mM, EDTA 0,5M, H,0 dd).
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En la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé buffer PCR 10x, MgCl, 25
mM, dNTP's (dATP, dCTP, dGTP. dTTP), polivinilpirrolidona (PVP) 1,5 % v/v, Taq-ADN
polimerasa 5u/uL (Fermentas ®) y partidores que amplifican la region ITS y la region

trnS-psbK del cloroplasto.

Para la electroforesis se emple6 agarosa, buffer SB 1x, marcador de peso Gene ruler
1Kb DNA ladder Fermentas ® (0,5 ug/uL), bromuro de etidio Gibco BRL ® (10mg/mL) y
azul de bromofenol como buffer de carga.

3.1.5 Programas computacionales. Las secuencias se leyeron usando el programa
Chromas ® v2.33 y los alineamientos con ClustalX ® v2.0.9 (THOMPSON et al., 2003).
El disefio de partidores de realiz6 con el programa Primer3 ® v0.4.0 (ROZEN y
SKALETSKY, 2000). Para el andlisis de maxima parsimonia se empleé el programa
PAUP ® v4.0b10 (SWOFFORD, 2002); para el de maxima verosimilitud, GARLI ©
v0.951 (ZWICKL, 2006) y para el anélisis bayesiano, MrBayes ® v3.1.2 (RONQUIST y
HUELSENBECK, 2003), obteniendo los parametros del modelo de evolucién mediante
jModelTest ® v0.1.1 (POSADA y CRANDALL, 1998). Para construir los arboles de
consenso se emple6 PAUP ©® v4.0b10 y para verlos y modificar aspectos gréficos,
Dendroscope ® v2.2 (HUSON et al., 2007).

3.2 Método

3.2.1 Obtencion de material vegetal. Se colectaron ramillas de avellano en sitios
previamente identificados para abarcar la mayor parte del area de distribucion de la
especie, quedando excluido sélo parte del extremo austral y las pequefias poblaciones
de Argentina. Antes de realizar una colecta general, se emplearon muestras
procedentes de Chillan (VIII Regién) y de Angol (IX Region) para ensayar el
procedimiento.

En cada uno de los sitios se eligié al azar 3 individuos adultos, procurando mantener
una separacién superior a 30 m de distancia entre cada uno, que permitiera suponer
gue no se trataba de arboles que tuvieran parentesco directo entre si. Se cortaron
ramas jovenes con brotes y se marcé el tronco con pintura para identificarlo

posteriormente. Paralelamente se registraron en una planilla algunos datos
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morfoldgicos de interés (altura, diametro de copa, diametro de corona, fructificacion) y

se marcaron las coordenadas del sitio con un GPS.

3.2.2 Protocolo de extraccion de ADN. Las ramas cortadas para la extraccion de
ADN se guardaron rotuladas con el numero del arbol y el cédigo de la poblacion de
origen. Para llevarlas hasta el laboratorio se usaron bolsas plasticas y cuando fue
necesario conservarlas por unos dias antes de la extraccion, se almacenaron

refrigeradas para prevenir su deterioro.

De cada hoja se tomé un trozo pequefio, que se trituré en un mortero de porcelana con
nitrégeno liquido para reducirlo a un polvo fino y se guardé hasta el momento de la
extraccion en un congelador a -80° C dentro de tubos Eppendorf de 1,5 mL

debidamente rotulados.

Para extraer ADN se sigui6é el protocolo de Almeyda (1999), citado por VILLAGRA
(2001), con modificaciones menores. A cada tubo con muestras de tejido de un
individuo se agregaron 500 pL de tampon de extraccién CTAB previamente calentado a
60 ° C, que contenia 1 pL (0,2%) de B-mercaptoetanol. El tubo se incub6 a 65° C
durante 30 minutos, agitandolo manualmente cada 5 minutos.

Luego se retiraron los tubos del bafio Maria y se le agregé a cada uno cloroformo -
octanol (24:1) en la misma cantidad que se usé de tampon CTAB, se mezclaron por
inversion y luego se llevaron a una centrifuga durante 3 minutos a 8.000 rpm y 4° C. Al
concluir el centrifugado, se recuper6 un volumen conocido de la fase transparente que

contiene el material genético y luego se desechd lo restante.

Se afiadi6é el mismo volumen de cloroformo - octanol (24:1) a cada tubo y se agitaron
antes de introducirlos a la centrifuga durante 5 minutos a 8.000 rpm y 4° C. Se
traspasé a un tubo nuevo un volumen determinado del liquido sobrenadante y se
agreg6 acetato de amonio 7,5 M hasta lograr que se hallara a una concentracion de 2,5
M. Acto seguido, se afiadi6é isopropanol mantenido enfriado a -20° C en un volumen
correspondiente al 70% de la cantidad de liquido existente en el tubo. Luego de este

paso se esperd que precipitaran los acidos nucleicos durante 4 horas.
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Cumplido el tiempo establecido, se hizo un centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos a
4 ° C. Después de este paso aparecié un pellet blanquecino en el fondo del tubo, que
correspondia a los acidos nucleicos precipitados en el paso anterior. Se deseché el
liquido sobrenadante y se afiadieron 500 uL de etanol al 70%, conservado a -20° C, y
en seguida se llevaron los tubos a la centrifuga, por 5 minutos a 12.000 rpm y 18° C.
Pasada esta etapa, se prosiguid extrayendo el alcohol y centrifugando hasta que tan
solo quedo el pellet en los tubos. Para asegurarse de que quedara la menor cantidad
posible de alcohol, se esper6 media hora a que se evaporara lo que pudiera haber
guedado adherido a las paredes y luego el material obtenido se resuspendié en 100 pL
de buffer TE pH 8.0

3.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para amplificar el material

disponible de las regiones de interés del genoma se llevé a cabo una PCR (reaccién en

®

cadena de la polimerasa). Se utiliz6 un termociclador Thermo ®, en el que se

configuraron programas especificos para cada par de partidores.

Producto PCR

ETS 1535 1835 IT31 H,85 IT52 285 | _IG3 ETS

I, o

ITS-Flant ITS-CE2A

FIGURA 4 Esquema del ADN ribosomal y de los partido res que amplifican la
region ITS.

FUENTE: Adaptado de YANG et al. (2001)

Los partidores empleados (Cuadro N° 1) para las regiones ITS-1 e ITS-2 fueron ITS-
PLANT e ITS-C26A (WEN y ZIMMER, 1996), especificos para vegetales. Los
partidores usados en la region trnS del cloroplasto fueron trnSOr (GRIVET et al., 2001),
psbK-pl (HEINZE, 2007), ccmp2f y ccmp2r (WEISING y GARDNER, 1999). En todos
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los casos, se trata de partidores apropiados para dicotiledoneas y existen trabajos

previos que avalan su uso.

En un tubo de 0,2 mL de volumen, se afiadi6 1,0 uL de la suspension de ADN. Se

preparé una mezcla (Cuadro N° 2) en un tubo y se agregaron 24,0 uL de ella a cada

uno de los tubos que contenian el ADN en suspension.

CUADRO 1 Secuencia de los partidores usados para am  plificar las regiones de

interés en el genoma de G. avellana.

Region Partidores | Secuencia de nucleétidos (5’ - 3’) Huente
ITS-1e ITS- ITS- CGCGAGAAGTCCACT VARGHESE et
2, PLANT al. (2003)
(ndcleo)  |rs.copA  GTTTCTTTTCCTCCGCT WEN y
ZIMMER
(1996)
psbK-P1  GCCTTTGTTTGGCAAGCTGCTGTAAG HEINZE (2007)
psbK - trnS
(cloroplasto)  trnsor GGGAGAGATGGCTGAGTGGAC GRIVET et al.
(2001)
ccmp2f GATCCCGGACGTAATCCTG WEISING y
GARDNER
ccmp?2 (1999)
(cloroplasto)  ccmp2r ATCGTACCGAGGGTTCGAAT WEISING y
GARDNER

(1999)
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CUADRO 2 Reactivos para la reaccion en cadena de la  polimerasa.

Reactivo Volumen ( pL)
dNTP’s 1,5
buffer PCR 10x 2,5
MgCl2 25 mM 2,0
Partidor 1 1,0
Partidor 2 1,0
PVP 1,5 % viv 15,8
Tag-polimerasa 0,2
Total 24,0

3.2.3.1 Amplificacion de la region trnS-psbK . El programa para amplificar la regién
trnS consistia en un ciclo de denaturacion de la hebra a 94° C por 3 minutos, seguido
por 39 ciclos de 94° C por 30 s de denaturacion, 50 ° C por 1 minuto de hibridacién y
72 ° C por 1 minuto de extension; finalizando con un ciclo de elongacion de 72 © C por
5 minutos, para luego permanecer las muestras a 4° C hasta que se retiraran de la

maquina y se refrigeraran.

3.2.3.2 Amplificacion de la regién ITS . Para amplificar la region ITS se usé un
programa que constaba de un ciclo inicial de denaturacion de la hebra de ADN a 94° C
por 4 minutos, seguido por 35 ciclos de 94° C por 35 s de denaturacion, 57,5 °© C por 45
s de hibridacion y 72 © C por 45 s de extension; para terminar con un ciclo de
elongacion de 72 © C por 4 minutos y concluir bajando la temperatura a 4° C.

3.2.3.3 Electroforesis. Para observar las diferencias existentes en el largo de los
fragmentos de ADN pertenecientes a individuos distintos, de cada tubo se tomaron 5
uL del producto de la PCR y se sometieron a una electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1 % p/v con bromuro de etidio (10mg/mL), durante 30 minutos a 100 V.
Como patron de comparacion del largo de los fragmentos, se afiadié a uno de los
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pocillos 5 uL de Gene ruler 1Kb DNA ladder Fermentas ® (0,5 pg/uL). Transcurrida la
media hora de migracion a través del gel, el tamafio de los fragmentos se observo en
un transiluminador de luz ultravioleta, y se tomaron fotografias de cada uno de los
geles. Los productos de la PCR se almacenaron a -20 © C para poder utilizarlos

nuevamente si fuera necesario.

3.2.4 Secuenciacion y alineamiento. Mediante las imagenes obtenidas se
seleccionaron para su secuenciacion aquellos individuos que exhibieran fragmentos de
ADN de buena calidad y que aparentemente fueran de longitud diferente; ademas se
agregaron otros adicionales que no exhibian diferencias de longitud en bisqueda de
mutaciones puntuales. El trabajo de secuenciar los fragmentos se encargé a un

laboratorio externo.

Los resultados de la secuenciacién se presentaron como un espectrograma
acompafiado de la secuencia de bases, que pudo observarse y ajustarse mediante el
programa computacional Chromas ® v.2.33. El alineamiento entre las secuencias se
hizo usando el programa ClustalX ® v2.0.9 que realiza alineamientos mdltiples de

secuencias y presenta propuestas de arboles de distancia para ellas.

3.2.5 Andlisis de las secuencias del cloroplasto. Conocidos los datos de
alineamiento, se buscaron porciones de las secuencias amplificadas por trnSOr-psbK-
pl que tuvieran una longitud de alrededor de 18-28 pb y que fueran comunes a mas de
dos individuos para, a partir de ellas, disefar partidores que puedan usarse como una
herramienta de identificacion de haplotipos. Las especificaciones Optimas se buscaron
con el programa Primer3 ® v 0.4.0 y su elaboracién se encargé a una empresa

especializada.

Para probar la idoneidad de los partidores asi obtenidos se llevd a cabo una PCR en
las condiciones descritas anteriormente y se empleé el material genético disponible; los
resultados obtenidos se contrastaron con los que entregaron previamente las PCRs
efectuadas con los partidores trnSOr-psbK-p1 y ccmp2f-ccmp2r. Del mismo modo que
antes, los resultados se observaron realizando una electroforesis horizontal del
producto PCR en geles de agarosa al 1% p/v con bromuro de etidio y se guardd

registro fotografico de ellos.
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3.2.6 Andlisis filogenético de la region ITS.  En cuanto a la region ITS, se realizdé un
alineamiento de las secuencias de la especie y luego se agregaron otras
pertenecientes a 77 especies de la familia Proteaceae (incluyendo una secuencia de G.
avellana) y a una especie de la familia Platanaceae que se encontraban almacenadas
en la base de datos de GenBank (Anexo N° 1). La buUsqueda de secuencias
relacionadas se hizo a través de la herramienta BLAST, Basic Local Alignment Search
Tool, disponible en la pagina web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=
Nucleotides&PROGRAM=blastn&MEGABLAST=0n&BLAST PROGRAMS=megaBlast
&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK LOC=blasthome.

3.2.6.1 Alineamiento. Usando el programa Clustal X ® para alinear este grupo de
secuencias, se establecieron cuatro valores diferentes para dos parametros de
alineamiento mudltiple: “gap opening”, apertura de un gap (‘vacio”, espacio sin
nucleotidos en relacion a otra secuencia), y “gap extension”, extensién de un gap, con
el fin de observar cémo variaban los resultados segun esas condiciones. Los valores
establecidos fueron, de mas restrictivos a mas permisivos, 10 - 5, 15 - 6,66, 25 - 10y
40 - 15.

3.2.6.2 Inferencia filogenética. Una vez alineadas las secuencias bajo estos cuatro
criterios, se us6 el programa PAUP ® para efectuar en el andlisis de méxima
parsimonia mediante una blsqueda heuristica. En cada caso se hicieron 2000 réplicas

de bootstrap.

Para el anélisis por maxima verosimilitud se emple6 GARLI ® y en cada caso se
hicieron 2000 réplicas de bootstrap.

Para llevar a cabo el andlisis bayesiano, previamente se buscé un modelo de evolucion
adecuado para los datos mediante el programa jModelTest ® y luego las secuencias y
los parametros del modelo se introdujeron en el programa MrBayes ©. En cada caso se
probaron 1 x 10’ topologias, muestreando cada 1000 pasos y se hicieron 3
repeticiones. Se eliminaron los primeros 2500 arboles guardados para evitar
distorsiones en la probabilidad final y con los 7500 restantes se hizo un arbol de
consenso en PAUP °.
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Para terminar, se estudi6é la influencia que tiene el alineamiento inicial sobre los
resultados, se comparé la topologia de los arboles filogenéticos obtenidos a través de

estos tres métodos y el grado de confianza que entrega cada uno.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Extraccion de ADN

En los 5 procesos de extraccion de ADN efectuados con el método de Almeyda (1999),
se trabajé con 30 individuos distintos, y en cada caso se repitieron algunas muestras,
ya fuera a modo de control o para reponer material de trabajo. Hubo dificultades con la
metodologia empleada, pues no se pudo obtener ADN de todos los individuos y el
comportamiento de algunas muestras fue erratico, dando resultados positivos en unas
ocasiones y no en otras. Sin embargo, entre aquéllas de las que si se extrajo ADN, la
cantidad de éste fue aceptable para las necesidades de la investigacion.

Hubo una baja cantidad de resultados positivos y resultaron erraticos, viéndose que en
un mismo proceso de extraccién y bajo condiciones uniformes habia muestras con una
gran cantidad de acido nucleico y otras que practicamente no lo tenian (Figura N° 5).
Asimismo, se advierte la necesidad de conocer mejor la composicidon quimica de un
tejido antes de someterlo a analisis moleculares. No puede descartarse del todo la
deshidratacion y deterioro de las hojas durante su traslado desde el sitio de colecta,
pero el protocolo se desarrollé teniendo siempre presente ese evento y las medidas
gue se tomaron para aminorar sus efectos fueron las adecuadas.

- - W am ew W oW e

FIGURA 5 Electroforesis de ADN total enun gelde a garosa al 1%.
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4.2 PCR. La amplificacion del ADN también presentd problemas y no fue posible
resolver todos ellos haciendo ajustes al procedimiento. Se encontraron las causas para
algunos de los fallos, tales como el uso de reactivos contaminados y errores
experimentales, sin embargo, una vez subsanados estos inconvenientes, persistio la

ocurrencia de amplificaciones fallidas.

Existen razones para creer que los problemas ocurridos durante la extraccion pueden
deberse en parte a la presencia en las hojas del avellano de sustancias inhibidoras que
interfieran con la PCR, tales como los polifenoles y otros metabolitos secundarios que
mencionan Weishing et al. (1995), citados por KHANUJA et al. (1999). Se sabe que la
presencia de tales compuestos, en particular de los polifenoles, puede ser un causante
de la disminucién de la cantidad y la pureza del ADN que se extraiga (Loomis, 1974 y
Porebski et al., 1997, citados por KHANUJA et al., 1999; KOONJUL et al., 1999).

No se realizaron andlisis del contenido de polifenoles de las muestras, pero en las
investigaciones acerca de herbivoria sobre plantulas de avellano, llevadas a cabo por
CHACON y ARMESTO (2006), se encontraron entre 2 y 22% de compuestos fendlicos
por cada mg de hoja seca. Si bien se procuré que el material colectado perteneciera
principalmente a hojas jévenes, hubo individuos en que tan solo pudieron colectarse
hojas adultas y otros en que trozos de hojas de diferentes edades se molieron y
mezclaron. De acuerdo a POREBSKI et al. (1997), el contenido de polifenoles, taninos

y polisacaridos se incrementa con la edad del tejido.

Se consiguié amplificar fragmentos de ADN del cloroplasto mediante el uso de los
partidores trnSOr - psbK-pl y ccmp2f - ccmp2r y de la regiéon ITS del nicleo mediante
los partidores ITS-PLANT - ITS-C26A a través de los métodos ya descritos. De
acuerdo a las observaciones de las bandas que se visualizan luego de la electroforesis,
los fragmentos que pudieron amplificarse con trsnSOr - psbK-pl y con los partidores de
la region ITS tenian longitudes de entre 650-750 pb; mientras que los fragmentos
obtenidos con los partidores ccmp2f — ccmp2r tenian longitudes de alrededor de 200
pb. Si bien en todos los casos era posible ver las bandas con nitidez, no fue posible
obtener una cantidad 6ptima de amplicones y s6lo se cont6é con un nimero reducido de

muestras positivas para el proceso de secuenciacion.



28

Al preparar las muestras y el mix para la reaccién en cadena de la polimerasa se
procuré realizar todos los pasos con la mayor celeridad y limpieza posibles y ambos
factores contribuyeron a obtener buenos resultados. En particular, se cuidd el
procedimiento relacionado con la adicién de Taq polimerasa para mantener la cadena

de frio hasta el momento de iniciar la reaccion.

Ante la sospecha de la existencia de polifenoles interfiriendo con las reacciones, se
opté por emplear polivinilpirrolidona (PVP) al 1,5% en vez del agua destilada del
protocolo original y se observo una diferencia en el nimero de muestras positivas y en
la nitidez de las bandas de electroforesis; tal resultado concuerda con los antecedentes
gue se tienen sobre el efecto neutralizador de los polifenoles que tiene esta sustancia
al unirse a ellos mediante puentes de hidrégeno (MALIYAKAL, 1992). Este autor
reportd haber obtenido resultados positivos en el aislamiento de ADN y ARN de
algodén, especie con una cantidad relevante de terpenoides fendlicos y taninos,
mediante una modificacion del protocolo de extraccion de CHIRGWIN et al. (1979), que
consistia principalmente en la adicion de PVP. KHANUJA et al. (1999) también indican
gue obtuvieron concentraciones satisfactorias de ADN de diversas especies de plantas

al emplear un protocolo de extraccibn en que la polivinipirrolidona y el B-

mercaptoetanol estaban destinados a remover los polifenoles presentes en las
muestras. Por su parte, KOONJUL et al. (1999) sefialan haber conseguido neutralizar
hasta 500 ng. de polifenoles mediante el empleo de PVP a una concentracién de entre
ly2%.

No se observaron diferencias apreciables entre el uso de unos u otros partidores, pero
si hubo diferencia entre muestras, especialmente la muestra PO29 (Parque Oncol),
gue en sucesivas extracciones y PCRs dio resultados positivos, incluso en casos en
gue no se pudo obtener acidos nucleicos de las demas muestras. Este hecho también
es un indicador de que la calidad del material de origen incide de forma apreciable
sobre el resultado final.

Para los tres tipos de fragmentos que se amplificaron, las electroforesis no
proporcionaron informacion inequivoca sobre diferencias de longitud y hubo que
esperar a tener los datos de secuenciacion para observarlas.
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4.3 Alineamiento de secuencias del cloroplasto. De las muestras amplificadas con
éxito, se eligid aquéllas cuyas bandas podian verse con mas nitidez durante la
electroforesis y que procedian de localidades diferentes. ElI material se envié a un
laboratorio externo junto a los partidores que se habian empleado y se recibié un

archivo con los resultados de la secuenciacion de una hebra.

Para la region trnS-psbK solamente se obtuvieron secuencias de calidad regular de 4
individuos, procedentes del Parque Jorge Alessandri, VIII Regién (Es03); Chillan, VIII
Regién (Cn01); Angol, IX Regién (An0l); y Colegual, X Regién (Co023),
respectivamente. Las 2 secuencias obtenidas mas tarde con los partidores ccmp2f —
ccmp2r fueron de mejor calidad y pertenecian a 1 individuo procedente de la Reserva
Los Queules, VII Region (Qu22) y a otro procedente de la Reserva Huilo-huilo, XIV
Region (HH23). Para alinearlas, se us6 la aplicacién para alineamientos multiples
ClustalW2, disponible en la pagina web del European Bionformatics Institute

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/).

Al alinear las secuencias de los fragmentos amplificados con trnSOr y psbK-pl, se
observé que sus porciones iniciales y finales diferian demasiado como para analizarlas
con ClustalW2 y se optd por recortar sus extremos para disminuir distorsiones,
reduciendo la longitud en unos 240 pb. El resultado (Figura 6) hizo patente que existia
una alta homologia en la porcion central de los fragmentos, no asi en las partes

distales.

Al incluir en el analisis las secuencias amplificadas mediante ccmp2f y ccmp2r (Figura
7), se advirtio una delecion/insercion que en el individuo Qu22 se manifiesta con la
presencia del fragmento TTTTATTC a partir de la posicion 172 (contando desde la
primera base alineada), en el individuo EsO3 es el fragmento TTATTC en la posicién

169 y en el resto de individuos no estan presentes estas bases.

El bajo numero de muestras en estudio y el tipo de diferencias observadas no
permiten inferir la existencia de mutaciones circunscritas a alguna zona geografica o
determinar grados se similitud entre los individuos.
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Olsen (1988) y Olsen y Woese (1993), citados por MORRISON y ELLIS (1997),
sefialan que es una labor de rutina el retirar porciones de las secuencias alineadas y
aconsejan hacerlo cuando no se puedan alinear de forma confiable, en particular si se
presentan muchos gaps, porque existe la probabilidad de que sean filogéneticamente
no informativas. Asimismo, CASTRESANA (2000) considera que el remover
segmentos no conservados de un alineamiento tiene la ventaja de que se eliminan

muchas posiciones no homoélogas y se mitiga el problema de la saturacion.

Tanto Qu22 como EsO03 pertenecen a poblaciones de la parte norte del area de
distribucién de la especie y la presencia de esta delecion/insercion en esta region
puede resultar de utilidad para identificar poblaciones o para inferir relaciones
filogenéticas entre ellas, pero se requiere contar con un mayor nimero de individuos
para contrastar estos resultados y saber si el rasgo se presenta de forma consistente

entre las poblaciones y dentro de ellas.

4.4 Diseio de partidores. Se usaron las secuencias de An01 y CnO1l1 para ubicar
porciones que no variaran y pudieran usarse para el disefio de partidores especificos
para la especie. Se seleccionaron 3 secuencias de estas caracteristicas (Figura N° 8),
gue se ubicaban a intervalos espaciados dentro del fragmento, y se disefiaron
partidores mediante el programa Primer3. Su construccién se encargd a una empresa

especializada.

El uso de un nimero reducido de secuencias para disefiar partidores especificos tiene
la desventaja de que se tiene poca informacién acerca de la variabilidad que puede
existir entre individuos o poblaciones. Al disponer de mas secuencias de la misma
regiéon y de las secuencias amplificadas con ccmp2f — ccmp2r se hizo evidente el error
cometido con este procedimiento, pues los fragmentos escogidos inicialmente para
construir los partidores no eran de buena calidad y sus secuencias no estaban
presentes en idéntica forma en los otros individuos, por lo que es de suponer que su
eficacia en otros ejemplares de la especie no sea optima.
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FIGURA 6. Alineamiento de secuencias del interior d

e la regién trnSOr-psbK

obtenidas de cuatro individuos de  G. avellana.
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4.5 Amplificaciébn con partidores especificos. Los partidores disefiados para la
especie fueron nombrados GatrnSOrF1, GatrnSOrR1 y GatrnSOrR2 (Cuadro N° 3) y se

evalud su idoneidad con el ADN extraido en el curso de la investigacion.

CUADRO 3 Secuencia de los partidores especificos di  sefiados para amplificar las

regiones de interés en el cloroplasto de  G. avellana.

Partidor Secuencia de nucleétidos
GatrnSOrF1 5 GGG TTCGAATCCCTCTCTTT 3
GatrnSOrR1 5 TCT AAT GAT CCA GGA CGT AATCC 3
GatrnSOrR2 5 AAC AAT GGA TAA GAT CGG ATAAGTC 3

En la PCR se mantuvieron las condiciones de la reaccion y las proporciones de los
reactivos. Al usar los partidores especificos GatrnSOrF1 y GatrnSOR1 se consiguio
amplificar ADNcp de muestras procedentes de Armerillo, Colegual, Los Queules y
Malleco, si bien las bandas de electroforesis eran poco nitidas (Figura N° 9) y el
resultado no pudo replicarse.

- . - .

FIGURA 9 Electroforesis de fragmentos de ADN amplif  icados con los partidores
GatrnSOrF1 y GatrnSOrR1 en un gel de agarosa 1%.

Luego de conocer las secuencias restantes de la region trnSOr - psbK y de los
fragmentos ccmp2, resultd comprensible que los partidores disefiados funcionaran de
forma deficiente. En el caso del partidor GatrnSOrR2 no se consiguié amplificar ninguna

muestra y es entendible, puesto que se basaba en un fragmento que no era
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coincidente ni siquiera entre las dos secuencias que se usaron como base para su
disefio.

4.6 Analisis filogenético de la region ITS. Para la region ITS se siguié el mismo
procedimiento y fue posible obtener 7 secuencias de individuos procedentes de
Armerillo, VII Regién (Arl3), Reserva Nacional Los Queules, VII Region (Qu22),
Parque Jorge Alessandri, VIII Region (Es19), Monumento Natural Contulmo, VIII
Region (Ct06), Reserva Nacional Malleco, IX Region (Ma05), Parque Oncol, XIV
Regiéon (PO29) y Colegual, X Region (Co04). De estos 7 individuos, hubo que
descartar para los andlisis las secuencias procedentes del Parque Jorge Alessandri y
la de Colegual, por haber porciones importantes que se encontraban ilegibles, de modo

gue se trabajo6 con los cinco restantes.

El alineamiento en ClustalW2 se llevé a cabo con las cinco secuencias de mejor
calidad y dejando de lado sus extremos, mas expuestos a errores, por lo que en la
practica las secuencias tuvieron un largo de 574 nucléotidos. En este caso, las cinco
secuencias no presentaron variacién, a excepciéon de dos sitios de la secuencia
procedente de Malleco en que no hay una adenina (A) presente en las otras cuatro
secuencias; y de dos bases de la secuencia de Malleco que no se pudieron leer (Figura
N° 10).

Usando Clustal X con 4 parametros de alineamiento distintos, se construyeron matrices
de datos con las cinco secuencias obtenidas en este estudio y otras 78 secuencias
procedentes de bases de datos. A estas matrices de datos no se les eliminaron las
porciones con gaps ni se les hizo alguna otra clase de modificacion del resultado antes
de hacer funcionar los programas de inferencia filogénetica. Al observar los datos a
simple vista, no se vieron diferencias entre emplear las dos parejas de parametros
menos restrictivos, pero si se observaron variaciones en la longitud y el aspecto de los
alineamientos con mas restricciones. Empleando los valores 10-5 y 15-6,66, la longitud
total fue de 867 caracteres; al usar penalizaciones de 25 y 10, el alineamiento tuvo 868

caracteres; finalmente, con 40-15, hubo 846 caracteres.
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La alta homologia de esta region es un hecho conocido y se considera que su utilidad
en el analisis filogenético dentro de géneros o especies es muy limitado y esto pudo

comprobarse a través del alineamiento.

Por otra parte, la region ITS fue una eleccion adecuada para trabajar en niveles
taxonomicos superiores pues cumple con el criterio mencionado por CASTRESANA
(2000), de no ser ni tan similar que no provea informacion filogenética, ni tan

divergente que sus posiciones se encuentren saturadas por multiples sustituciones.

Los programas de la serie Clustal son de los mas populares para realizar alineamientos
multiples (MORRISON y ELLIS, 1997; CHENNA et al.,, 2003). Sin embargo, para
autores como LUNTER et al. (2005) el hacer el alineamiento de secuencias como un
paso aparte de la inferencia filogenética es un error, pues puede considerarse que
ambos procesos son mutuamente dependientes; a su juicio, el uso en Clustal de un
arbol guia que emplea el método neighbour-joining sesga los datos que son el punto de
partida de las inferencias posteriores y al ignorar la incertidumbre del proceso la

inferencia subsiguiente posee un exceso de confianza.

Las secuencias de avellano se alinearon empleando la version en linea ClustalW?2 que
ofrece posibilidades de tratamiento grafico superiores a la versién ClustalX que se
empleé para alinear el conjunto de secuencias de la familia Proteaceae, pero no
existen inconvenientes en hacer esto, porque los resultados que producen ambos
programas son exactamente iguales (THOMPSON et al., 2003).

Las penalizaciones por apertura y extension de gaps produjeron variaciones
importantes en los alineamientos y, por consiguiente, en las inferencias que se
efectuaron con ellos. De acuerdo a diversos estudios (Tyson, 1992; Vingron y
Waterman, 1994; Wheeler, 1995, citados por MORRISON y ELLIS, 1997) estos
parametros serian los mas importantes de entre los parametros de alineamiento
multiple de secuencias, pero hasta el momento no existiria manera de determinar
analiticamente los costos oOptimos y todos los programas trabajan con valores
predefinidos que tienen como unidad base el costo de una sustitucion. Los valores
empleados como punto de partida para esta investigacion fueron los predeterminados
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GG TTAGTCCGCGAGACTTCGTTGCATCTAACCCAAR AACCACCGGUGCGGTTEGCGCCAAGGAAATCACAACGGAATGGTGGUCACACT 120
GTTAGTCCGCGAGACTTCGTTGCATCTAACCCARA AACCACCGGCECEETTEGCGCCARGGARATCACAACGEALTGSTGGCCACACT 120
GTTAGTCCGCGAGACTTCGTTIGCATCTAACCCARRA RACCACCGHCGCHGTTGGCGCCAAGGARATCACAACGGAATGGTGGCCACATT 120
GTTAGTCCGCGAGACTTCGTTGCATCTAACCCAAA AACCACCGGCGCGGTTOGCGCCAAGGARATCACAACGGAATGGTGGCCACACT 120
GTTAGTCCGCGAGACTTCGTIGCATCTAACCCARAR BACCACCGGNGCGGTTGGCGUCAAGGAAATCACANCGGAATGGTGGCCACACT 118
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Ga Arl3  TGAGCCCTTTCTTCCCTGACCCTTGTA
Ga_Qu2Z  TGAGCCCTTTCTTCCCTGACCCTTGTA
Ga_Cté TGAGCCCTTTC TTICCCTGACCCTTETA
Ga_POZ9  TGAGCCCTTTCTTCCCTGACCCTTETA
Ga_Ma5 TGAGCCCTTTCTTCCCTGACCCTTGTA
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Ga_Arl3 CTTGCCTTTTTGGTATCG TG TG TG TCATCTTARATCCGAATCTTATTAACGACTCTCGGCAACGGATATC TCGGU TCTCGCATCGATGAAGAACCTAGCGARATGCGATACTTGGTGTGA 240
Ga Quil CTTGCCTTTTIGGTATGG TG TG TG TCATCTTAAATCCGAATC TTATTAACGACTCTCGGCAACGGATATC TCGGC TCTCGCATCGATCAAGAACGTAGCGAARTGCGATACTTGCTGTGA 240
Ga:(‘.t [ CTTGCCTTTTTGETATCE TG TG TG TCATC TTARATCCGAATC TTATTAACGACTC TCGGCAACGGATATC TCEGC TCTCGCATCCATGAAGARCGTAGCGARAATGCGATACTTGGTGTGA 240
Ga POZ9 CTTGCCTTITTGGTATG G TG TG TG TCATC TTAAATCCGAATC TTATTAAC GACTC TCOGCAACGGATATC TCGGC TCTCGCATCOATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGETGTGA 240
Ga_Mas CTTGCCTTTTTGGTATCG TG TG TG TCATC TTAAATCCGAATC TTATTAACGACTCTCGGCARCEGATATCTCGGCTC TCGCATCCATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTCGTGTGA 238
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Ga Arl3 ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTCAACGCARGTTECGCCCTAGGCCATCGEGC TGAGGECACGCCTGCC TEEGCETCACGCATCGTETCGCCCCATCCTCTTTCCTCCTTGT 360
(',,a_Quz z ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTECGCCCTAGGCCATCGEGCTCAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGTGTICGCCCCATCCTCTITCCTCCTTGT 360
Ga-Ct 6 ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTC TTTGAACGCAAGTTGUGCCCTAGCCCATCGGECTCAGGGCACGCCTGCCTGEGUGTCACGCATCGTGTCGCCCCATCCTCTTTCCTCCTTST 360
Ga POZ9 ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCCCTAGGCCATCGEGCTGAGGGCACGCCTECCTGEGCETCACGCATCGTGTCGCCCCATCCTCTTTCCTCCTTGT 360
GaLMaS ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTC ITTGAACGCAAGTTGCGUCCTAGGCCATCGGOCTCAGGECACGCCTGCCTEEGCETCACGCATCGTGTCGCCCCATCCTCTTTCCTCCTTGT 358
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Ga Ari3 GETGETGCEAGTETGCAGCGARACATTGGCCCCCCETGCTGC TCTTTGCACGTGCGGTTGCGCC TAAAGGCAAGGECCCATETEGEGCGAGCGTCACAACGAGTGGTECGTCARAAAGCCGCGTTG 480
Ga_Qlu'! 2 GETGETEGAGTETCHAGCGARCATTGGCCCCCCOTECTGC TCTTTCACGTGUGGTTCGCC TAAAGGCAAGGGCCCATE THGEGCEAGC G TCACAACGAGTGGTCGTCAARAGCCGCGTTG 480
Ga CEG GGTGGCTGEAGTETCCAGC GAACATTGCGCCCCCCOTECTGCTCTTTCACGTGCGGTTGGCC TAAAGGCAAGGGCCCATETCGECCCAGCEGTCACAACGAGTGGTGGTCAAAAGCCGCGTTG 480
Ga PO20 GETGCTCGGACTETEGGAGCGARCATTEGCCCCCCOTSCTGCTCTTTGACGTECGETTEECC TAAAGGCAAGCCCCCATETEGGCCGAGCGTCACAACGAGTGOTGGTCARAAGCCGCGTTG 480
GQ:MRS GGTGETGGAGTETGGAGC GAACATTGGCCCCCCETCCTGC T TTTGACGTGUGGTTGGCC TAAAGGCAAGGGCCCATETGGGGCGAGCGTCACAACGAGTGG TGS TCAAAAGCCGCGTTS 478
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Ga_Arl3 CCATACAAAGTTTGGACGTTG TG TATHC TTGCTECTC TTCTIGGGC TCTAGTGACCCTST TCCGTCCATTCACTTG TGATGGAATTTCGACAGC 574
Ga Quiz CCATACAAAGTTTGGACGTTGTGTATGCTTECTECTCTTEITGGECTETAGTGACCCTGT TCCGTCCATTCACTTGCTGATGGAATTTCGACAGE 574
Ga—ctﬁ CCATACAAAGTTTGGACGTTGTGTATGCTITEC TG TCTTGTIGGGC TCTAGTCGACCCTGT TCCGTCCATTCACTTGTCATGGAATTTCGACAGC 574
Ggup 029 CCATACAAAGTTTGGACGTTGTETATGC TTECTGCTCTTG TTGGGC TC TAGTGACCC TG T TCCGTCCATTCACTTG TGATGGAATTTCGACAGC 574
Ga_MB.S CCATACAAAGTTITGGACGTTGTGTATGCTTGCTGC TC T TG TTGGGC TCTAGTGACCC TG T TCCGTCCATTCACTTGTCATGCAATTTCGACAGE 572
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FIGURA 10 Alineamiento de un fragmento de la region ITS de 5 ejemplares de Gevuina avellana. En verde los sitios

con variacion
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por ClustalX, 15 para la apertura de un gap y 6,66 para su extension, y las tres parejas

restantes fueron establecidas de forma arbitraria.

WHEELER (1995) y MORRISON y ELLIS (1997) probaron diversos valores para
ambos parametros, evaluaron todas las combinaciones posibles entre ellos vy
observaron que era posible obtener topologias equivalentes con pares de valores en
apariencia no relacionados. Asi, resulta dificil identificar cudles serian los valores
Optimos para estos parametros en el caso de las secuencias ITS de las proteaceas y
solamente puede decirse por el momento que los resultados que se obtienen usando
los valores predeterminados de ClustalX son coherentes con la informacion existente
en la bibliografia. No obstante, hay que tener en cuenta que buena parte de esta
informacién procede de estudios que a su vez emplearon Clustal u otros programas

semejantes para realizar los alineamientos.

Se espera que al aumentar las penalizaciones, en particular el costo por la apertura de
un gap, la longitud total de las secuencias alineadas disminuya (SANCHIS et al., 2001;
MORRISON y ELLIS, 1997). A pesar de eso, al usar los valores 25 para la apertura de
un gap y 10 para su extension, el alineamiento obtenido tuvo un caracter mas que al

usar los parametros menos restrictivos.

Un antecedente para esta situacion se encuentra en el estudio de MORRISON y ELLIS
(1997), quienes usaron ADN ribosomal de animales para llevar a cabo una
comparacion entre programas y en algunos casos al usar ClustalX obtuvieron
alineamientos de casi idéntica longitud a pesar de haber variado las penalidades por
gaps. Estos mismos autores llaman la atencién sobre el hecho de que alineamientos
similares no necesariamente traen como consecuencia similares resultados al realizar

una inferencia filogenética.

4.6.1 Inferencia por maxima parsimonia.  El programa PAUP construyé un arbol
filogenético para cada una de las matrices de datos proporcionadas y requirid
alrededor de 4 dias en cada caso para evaluar el soporte de bootstrap. Los resultados

se resumen en el cuadro N° 4 y se presenta un filograma de consenso en la Figura 11.
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CUADRO 4 Resumen de la inferencia por maxima parsim  onia para el analisis de

83 secuencias ITS.

Parametro de Numero de caracteres Puntaje de Arboles
alineamiento mejor guardados
arbol

Apertura | Extensién | Total | Constantes | No informativos | Informativos
de gap de gap

10 5 867 324 99 444 2712 300
15 6,66 867 324 99 444 2712 300
25 10 868 329 88 451 2983 60
40 15 846 279 69 498 3500 720

Puede verse en la tabla que los cambios en los alineamientos traen consigo
variaciones en la informacion que proporcionan los caracteres y que al emplear
parametros mas restrictivos aumentd el nimero de caracteres parsimoniosamente
informativos y también el nimero de pasos de los arboles mas parsimoniosos. Esta
diferencia no puede tomarse como un mayor apoyo para los alineamientos menos
restrictivos, porque se caeria en un razonamiento circular, al ser el arbol un resultado

de las secuencias proporcionadas.

Los arboles filogenéticos obtenidos en los cuatro casos (Anexo N° 2) dejan al avellano
y a 7 géneros mas en un grupo particular con un soporte de 100 %, en consonancia
con los resultados expuestos por investigaciones previas que han llevado a la
clasificacion de estos 8 géneros como la subtribu Gevuininae (WESTON y BARKER,
2006; WILLIS, 2007; MAST et al.,, 2008). Ademas el representante del género
Cardwellia queda aparte del resto, si bien 72% de soporte es un valor muy cercano a
70%, que es lo que normalmente se considera el limite para aceptarlo como
informacién confiable (ALFARO et al., 2003).
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4.6.2 Inferencia por maxima verosimilitud. El programa Garli tardé alrededor de 10
dias en efectuar un analisis completo de los datos. Los resultados se resumen en el

cuadro N° 5 y se presenta un filograma de consenso en la figura N° 12.

CUADRO 5 Resumen de la inferencia por maxima verosi  militud para el analisis de

83 secuencias ITS.

Parametro de NUmero de caracteres
alineamiento
Apertura | Extension | Total | Constantes | Autoapomorficos Informativos InL

de gap de gap

10 5 867 324 52 491 -12884,7509
15 6,66 867 324 52 491 -12885,6449
25 10 868 329 48 491 -13810,4899
40 15 846 279 44 523 -15394,3898

Los alineamientos mas restrictivos condujeron a arboles con una verosimilitud menor,
pero como ya se dijo para el caso de la maxima parsimonia, los arboles resultantes
estan directamente influenciados por los datos de origen y por ello los valores del
logaritmo natural de la verosimilitud no son directamente comparables.

La subtribu Gevuininae aparece con un 100% de soporte bootstrap, pero a diferencia
del caso anterior, el representante de Cardwellia qgueda en la misma politomia que los
géneros restantes del grupo y tan solo se resuelven sin inconsistencias las relaciones

dentro de estos.
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Es importante destacar que hay soporte para la separacion entre los ejemplares de G.
avellana empleados en este estudio y las secuencias procedentes del estudio de
MAST et al. (2008). No existe informacion sobre el origen de las secuencias empleadas
por estos autores, pero mas que atribuir el resultado a diferencias genéticas, se puede
buscar su causa en el hecho de que la secuencia que queda aparte estd completa, con
645 pares de bases, mientras las demas fueron recortadas porque sus extremos eran

ilegibles.

4.6.3 Inferencia por analisis bayesiano. Los datos de los modelos de evolucion para
el analisis bayesiano se obtuvieron mediante jModeltest y en tres casos el modelo
seleccionado fue el GTR + G, excepto cuando los alineamientos se hicieron con
penalizaciones de 40-15, en que se selecciond el modelo mas complejo GTR + | + G.
El programa MrBayes emple6 alrededor de 3 dias en cada analisis y se muestra un

arbol de consenso en la figura N° 13.

Segin ALFARO et al. (2003), los valores de bootstrap no son equiparables
directamente a las probabilidades posteriores del andlisis bayesiano y asi, aunque
varios internodos contaron con mas de un 70% de probabilidad, a diferencia del
bootstrap estos valores no se consideran un buen porcentaje de confianza y solamente

se aceptan aquellos que superen el 95% de probabilidad posterior.

Al igual que en los métodos anteriores, los resultados contindan entregando una
topologia en que el avellano se halla dentro de un grupo coincidente con la de la
subtribu Gevuininae de la literatura. En el arbol presentado en la figura N° 12, con
penalizaciones de alineamiento 10-5 se puede ver que hay un 98% de probabilidad
posterior para situar a Cardwellia como un grupo aparte de los otros siete géneros y
gue las secuencias de G. avellana de este estudio quedan separadas de la secuencia
de MAST et al. (2008). Usando los otros parametros de alineamiento (Anexo N° 2), no
hubo soporte para la separacion de Cardwellia, pero se mantuvo la diferencia para

Gevuina avellana.
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5 CONCLUSIONES

La region trnS-psbK del cloroplasto de Gevuina avellana presenta variabilidad
entre individuos, lo que permite usarla para estudiar la variabilidad genética de la

especie.

Se disefiaron tres partidores especificos para amplificar la region trnS-psbK del
cloroplasto, llamados Ga-trnSO0r-F1, Ga-trnS0r-R1 y Ga-trnS0r-R2; de ellos, los

dos primeros funcionaron correctamente.

La region ITS del nucleo no presenta suficiente variabilidad en esta especie y por

es0 no es de interés para estudios de variacion intraespecifica en avellano.

Los tres métodos de inferencia filogenética usados para analizar secuencias ITS
(méxima parsimonia, maxima verosimilitud y andlisis bayesiano) entregaron
resultados similares en cuanto a la posicion de G. avellana dentro de la familia
Proteaceae y concuerdan con la informacion bibliografica preexistente, que sitla
a esta especie y a los géneros Cardwellia, Turrillia, Sleumerodendron,
Kermadecia, Euplassa, Hicksbeachia y Bleasdalea dentro de la subtribu

Gevuininae.

Se observaron diferencias en los porcentajes de soporte de las ramas de los
arboles filogenéticos al modificar en los pardmetros de alineamiento de las

secuencias las penalizaciones por la apertura y la extension de un gap.
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ANEXO 1 Lista de especies usadas en las inferencias

Especie

Adenanthos barbiger
Adenanthos venosus
Athertonia diversifolia
Austromuellera trinervia
Banksia dentata
Banksia marginata
Beauprea spathulifolia
Bleasdalea bleasdalei
Brabejum stellatifolium
Buckinghamia celsissima
Cardwellia sublimis
Carnarvonia araliifolia
Catalepidia heyana
Conospermum mitchelii
Diastella divaricata
Diastella thymelaeoides
Euplassa duquei
Euplassa inaequalis
Euplassa occidentalis
Faurea macnaughtonii
Gevuina avellana
Grevillea papuana
Grevillea robusta

Heliciopsis lobata
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Accesion
AF508822
AF508821
EU642793
DQ499130
DQ499128
DQ499129
AF508815
EU642786
EU642803
DQ499133
EUG42777
EUG42774
EU642794
AF508814
AF508836
AF508841
EU642779
EU642778
EU642780
AF508817
EU642787
DQ499131
AY864893
EU642789



Hicksbeachia pinnatifolia
Isopogon buxifolius
Isopogon longifolius
Isopogon sphaerocephalus
Kermadecia elliptica
Kermadecia pronyensis
Kermadecia sinuata
Lasjia claudiensis

Lasjia grandis

Lasjia whelanii
Leucadendron flexuosum
Leucadendron floridum
Leucadendron nitidum
Leucadendron pondoense
Leucadendron salignum
Leucospermum innovans
Leucospermum oleifolium
Leucospermum reflexum
Macadamia integrifolia
Macadamia jansenii
Macadamia tetraphylla
Malagasia alticola
Mimetes arboreus
Mimetes cucullatus
Mimetes hottentoticus
Nothorites megacarpus
Orothamnus zeyheri
Opisthiolepis heterophylla
Panopsis cinnamomea
Panopsis ferruginea
Panopsis lozanoi

Paranomus longicaulis

54

EU642790
AF508818
AF508819
AF508820
EU642784
EU642783
EU642785
EU642799
EU642796
EU642797
AY692169
AY692188
AY692183
AY692187
AY692172
AF508845
AF508846
AF508844
EU642798
EU642802
EU642800
EU642788
AF508840
AF508837
AF508838
EU642776
AF508810
DQ499134
EU642804
EU642807
EU642806
AF508852



Paranomus reflexus
Paranomus spicatus
Platanus kerrii
Protea rouppelliae
Serruria adscendens
Serruria aemula
Serruria trilopha

Sleumerodendron austrocaledonicum

Sorocephalus lanatus
Sorocephalus pinifolius
Sorocephalus tenuifolius
Spatalla confusa

Spatalla incurva

Spatalla racemosa
Stirlingia sp.
Symphionema montanum
Synaphea spinulosa subsp. major
Toronia toru

Turrillia lutea

Vexatorella alpina

Virotia leptophylla

Virotia neurophylla
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AF508851
AF508849
AM491999
AF508816
AF508823
AF508825
AF508824
EU642781
AF508834
AF508829
AF508826
AF508832
AF508833
AF508830
AF508835
AF508813
AF508812
AF508811
EU642782
AF508853
EU642792
EU642791



ANEXO 2 Arboles filogenéticos.
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usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el

usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢

apertura de un gap y 10 para su extension. Se resalta la subtribu Gev

método de maxima parsimonia,
on penalidad de 25 parala

uininae.
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el método de maxima parsimonia,

usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢ on penalidad de 40 para la

apertura de un gap y 15 para su extension. Se resalta la subtribu Gev  uininae.
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el método de maxima
verosimilitud, usando secuencias ITS y empleando un alineamiento con
penalidad de 10 para la apertura de un gap y 5 para su extension. Se resalta la

subtribu Gevuininae.
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el método de maxima

verosimilitud, usando secuencias ITS y empleando un alineamiento con

penalidad de 15 para la apertura de un gap y 6,66 para su extension. Se resalta la

subtribu Gevuininae.
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el método de maxima
verosimilitud, usando secuencias ITS y empleando un alineamiento con
penalidad de 25 para la apertura de un  gap y 10 para su extension. Se resalta la

subtribu Gevuininae.



Spatalla_confusa

Sorocephalus_lanatus
Spatalla_incursa
Spatalla_racemosa
Sorocephalus_pinifolius
Sorovephalus_tenuifolius
Paranamus_longicaulis
P aranomus_reflexus
Paranomus_spicatus
Wexatorella_alpina
98

Diastella_thymelazoides
Diastella_divaricata

Mimetes_hottentoticus
Mimetes_arborzus
Mimetes_cucullatus
Orothamnus_zeyher
Leucospermum_olsifolium
Leucospermum_innovans

Leucospermum_reflexum
Seruria_semula
Semuia_adscendens
Seruria_trilopha
Leucadendron_floridum

100 Leucadendran_pondoense

97
Leucadendron_nitidum

EE) Leusadendron_flexuosum

Leucadendran_salignum

ﬂ:!\denan(hos_barbiger

Adenanthos_venosus

100 Isopogon_sphasrooephalus
Isopogan_buxifolius
Isopogen_longifolius

Symphionema_montanum

Torania_tor

Beauprea_spathulifalia

Gevuina_avellana_AiiE
70 Gevuina_avellana_Quz2
Gevuina_avellana_Ct
97 Gevuina_avellana_PC029
Gevuina_avellana_Ma5
Gewiina_avellana
Hicksbeachia_pinnatifalia

——i0 Bleasdalea_bleasdalei
00 Kermadecia_elliptica
Kermadesia_sinuata
Kermadesia_pranyensis
Tunillia_lutea
Sleumeradendron_austracaladonicum
00 Euplassa_oeoidentalis

100

]
o
w

-

80

Y Euplassa_inasqualis

Euplassa_dugquei
Cardwellia sublimis

ﬂ: Catalepidia_heyana

Walagasia_alticola

o
=]
b

97 Virotia_neuraphylla
o Virotia_leptophylla
Athertonia_diversitolia

Heliciopsis_lobata

Camaronia_araliifolia

hacadamia_tetraphylla

hacadamia_integrifolia
Macadamia_jansenii

95

100 Panopsis_femuginea

Panopsis_lozanai

Fanopsis_cinnamomea
Nothorites_megacarpus
Lasjia_grandis

Lasjia_claudiensis
Lasjia_whelanii

Brabejum _stellatifolium

100 Barksia_marginata

Banksia_dentata
Austromuellers_trinernia

Opisthiclepis_heterophylla

Buckinghamia_celsissima

Grevillea_papuana

Grevillea_rabusts

Conespermum_mitchelii

LE:smphea_spmu.m_w o
Stidingia_sp.

|36 ——Faurea_macnaugntonii

Protea_rauppelliae

Flatanus_kerii

Filograma de la familia Proteaceae inferido por el método de maxima
verosimilitud, usando secuencias ITS y empleando un alineamiento con
penalidad de 40 para la apertura de un gap y 15 para su extension. Se resalta la

subtribu Gevuininae.
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el

usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el
usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢

apertura de un gap y 6,66 para su extension. Se resalta la subtribu G

método de andlisis bayesiano,
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Filograma de la familia Proteaceae inferido por el
usando secuencias ITS y empleando un alineamiento ¢

apertura de un gap y 15 para su extensién. Se resalta la subtribu Gev

método de andlisis bayesiano,
on penalidad de 40 parala

uininae.



	PORTADA
	Comité Evaluador
	Dedicatoria
	Agradecimientos

	INDICES
	Indice de Materias
	Indice de Cuadros
	Indice de Figuras
	Indice de Anexos

	RESUMEN
	Summary

	1 INTRODUCCION
	2 REVISION BIBLIOGRAFICA
	2.1 Especie
	2.2 Variabilidad genética y técnicas moleculares
	2.3 Métodos de inferencia filogenética

	3 MATERIAL Y METODO
	3.1 Material
	3.2 Método

	4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
	4.1 Extracción de ADN
	4.2 PCR
	4.3 Alineamiento de secuencias del cloroplasto
	4.4 Diseño de partidores
	4.5 Amplificación con partidores específicos
	4.6 Análisis filogenético de la región ITS

	5 CONCLUSIONES
	6 BIBLIOGRAFIA
	7 ANEXOS
	Anexo 1. Lista de especies usadas en las inferencias filogenéticas
	Anexo 2. Arboles filogenéticos




