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SUMMARY

Prosopis chilensis is a native species of Chile distributed from Tarapaca Region to O’Higgins Region; however, despite its wide
extension, the diversity, differentiation and genetic structure of its populations have not been studied. The objectives of the present
study were to determine the level of genetic diversity and evaluate the genetic differentiation and population structure of P. chilensis
from the central zone of Chile using seven microsatellite markers. A total of 53 alleles were detected among individuals of P. chilensis.
The PIC value ranged from 0.057 (Mo05) to 0.847 (Mo16) with an average PIC of 0.636. The expected heterozygosity averaged 0.610
and the observed heterozygosity averaged 0.588. The inbreeding coefficient (FIS) for each population varied between 0.028 and 0.103.
The AMOVA analysis revealed that the greatest amount of genetic variation was found among individuals (90.78 %, P = 0.0001) rather
than among populations of P. chilensis (0.16 %, P = 1.000). The level of genetic differentiation of P. chilensis was very low (FST =
0.0015) among the four populations (LAPO, HUPE, ANDE and ENDO). The STRUCTURE analysis, the Mantel test and the EMD
analysis indicate that all individuals are part of a single structure, there being no evidence of barriers that generate isolation. Therefore,
in the future it will be necessary to carry out more population studies of this species, in such a way to detect variation and expand the
genetic groups to maintain genetic richness and biodiversity of the ecosystems.
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RESUMEN

Prosopis chilensis es una especie nativa de Chile distribuida desde la Region de Tarapacé hasta la Region del O’Higgins, sin embargo,
a pesar de su amplia extension, no se ha estudiado la diversidad, diferenciacion y estructura genética de sus poblaciones. El objetivo
del presente estudio fue determinar el nivel de diversidad genética, evaluar la diferenciacion genética y estructura de poblaciones
de P. chilensis de la zona central de Chile a partir de siete marcadores microsatélites. Un total de 53 alelos fueron detectados entre
individuos de P, chilensis. El valor PIC vari6 desde 0,057 (Mo05) a 0,847 (Mo016) con un PIC promedio de 0,636. La heterocigosidad
esperada tuvo un promedio de 0,610 y la heterocigosidad observada tuvo un promedio de 0,588. El coeficiente de endogamia (F ) para
cada poblacion vari6 entre 0,028 y 0,103. El analisis AMOVA revel6 que la mayor cantidad de variacion genética se encontrd entre
individuos (90,78 %; P = 0,0001) que entre poblaciones de P. chilensis (0,16 %; P = 1,000). El nivel de diferenciacion genética de
P. chilensis fue muy bajo (F = 0,0015) entre las cuatro poblaciones (LAPO, HUPE, ANDE y ENDO). El andlisis STRUCTURE, la
prueba de Mantel y el analisis EMD indican que todos los individuos son parte de una sola estructura, no habiendo indicios de barreras
que generen aislamiento. Por lo tanto, en el futuro serd necesario realizar mas estudios de poblacion de esta especie, de tal manera
de detectar variacion y ampliar los grupos genéticos con el fin de mantener su riqueza genética y la biodiversidad de los ecosistemas.

Palabras clave: Algarobia section, microsatellite markers, conservation, low diversity, Fabaceae.

INTRODUCCION de Chile, sudoeste de Bolivia y noroeste, oeste y centro de
Argentina. Esta especie posee una extensa distribucion en

Prosopis chilensis (Mol.) Stuntz es una especie de al-  Chile, encontrandose desde la Region de Tarapaca hasta la
garrobo que segun Ferreyra et al. (2010), presenta unaam-  Region de O’Higgins, pero, en la Region Metropolitana es
plia distribucion, abarcando el sur del Pert, norte y centro  donde se concentra mas del 50 % de la superficie nacional,
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con 11.828 hectareas censado el ano 2013 (Gonzalez et
al. 2017). Un estudio realizado por Aguilar et al. (2020)
demostr6 que poblaciones de P. chilensis de Bolivia y
Argentina presentarian haplotipos exclusivos, mostrando
mayor diversidad molecular que las poblaciones chilenas,
sugiriendo entonces una posible colonizacion o introduc-
cion desde estos paises hacia Chile.

En la zona central de Chile, la especie crece natural-
mente formando pequefios bosquetes o bien ejemplares
aislados establecidos en valles o cuencas con napas frea-
ticas relativamente superficiales y en fondos de quebradas
(Gonzalez et al. 2017). Se ha reconocido a los algarrobos
como un importante recurso para la alimentacién humana,
como también trascendental para recuperar ecosistemas
degradados y combatir la desertificacion (Walter 2011).
Desgraciadamente, su uso historico no regulado para la
obtencion de lefia, construccion de viviendas y carbon, ha
significado una disminucion de sus formaciones natura-
les (Gonzélez et al. 2017). Actualmente se suma a ello,
la presion de uso de suelos para fines inmobiliarios, espe-
cialmente en la Region Metropolitana, por ello se hace ne-
cesario generar informacién para su manejo, comenzando
por estudios que permitan comprender la diversidad de la
especie y la diferenciacion de sus poblaciones, con el fin
de apoyar la toma de decisiones para la elaboracion y eje-
cucion de planes de manejo de forestacion y reforestacion,
especialmente en programas de restauracion ecologica o a
escala de paisaje.

Un estudio morfologico de poblaciones de P. chilensis
demostrd una escasa diferenciacion genética en 17 pobla-
ciones argentinas y seis poblaciones chilenas (Region de
Coquimbo), crecidas y mantenidas en iguales condiciones
de campo (Verzino et al. 2003). Estos autores sefialaron que
las semillas de P. chilensis utilizadas como muestras podrian
ser de origen hibrido, debido al cruce frecuente entre P. c/i-
lensis y Prosopis flexuosa DC, sin embargo, no se realizo
previamente una identificacion genética de las muestras.

El analisis genético de poblaciones a partir de marca-
dores microsatélites (SSR, Short Sequence Repeats) son
una buena alternativa comparado con otros marcadores de
ADN, debido a que proporcionan alta tasa de polimorfis-
mo, informacioén util para el estudio de la diversidad y dife-
renciacion genética de poblaciones (Contreras ef al. 2019),
permiten la deteccion de cuellos de botella, flujo de genes,
hibridacion entre poblaciones y estructura de poblaciones
(Gonzalez 2003). Los microsatélites son marcadores codo-
minantes, que consisten en secuencias cortas (de 1 a 6 ba-
ses de nucle6tidos) repetidas en tindem, con una variacion
en el numero de copias entre individuos (Gonzalez 2003).
Hasta la fecha varios loci SSR se han descubierto en espe-
cies de Prosopis, como en P. chilensis y P. flexuosa (Mottu-
ra et al. 2005, Bessega et al. 2013), Prosopis alba Griseb.
(Bessega et al. 2013), Prosopis tamarugo Phil (Contreras
et al. 2020); desarrollandose con estos marcadores varios
estudios de diversidad y diferenciacion genética de pobla-
ciones (Mottura et al. 2005, 2018).
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Prosopis chilensis es una especie con problemas de con-
servacion en Chile, que habita zonas de clima arido, semia-
rido y mediterraneo, sin embargo, a pesar de su amplia ex-
tension, no se ha estudiado su diversidad, diferenciacion y
estructura de poblaciones. La diferenciacion genética entre
poblaciones se relaciona con el grado de aislamiento o flujo
de genes, siendo posible detectarlo con marcadores neutros
como los SSR, de esta manera un reducido flujo de genes
favoreceria la diferenciacion entre poblaciones, aumentan-
do su homogeneidad (Bessega et al. 2018). La seccion Al-
garobia a la cual pertenece P. chilensis, presenta una gran
variacion fenotipica con especies de la misma seccion (P,
alba y P. flexuosa, entre otras), sin embargo, se ha observa-
do una baja diferenciacion genética y una frecuente hibrida-
cion entre ellas (Hunziker ef al. 1986, Bessega et al. 2013).
Para realizar estudios genéticos, se requiere de marcadores
moleculares confiables que entreguen buena cantidad de in-
formacion. Entre las especies de la serie Chilensis los mar-
cadores SSR tienen una aceptable transferibilidad (Mottura
et al. 2005, Bessega et al. 2013) para realizar estudios gené-
ticos. En Chile, hasta ahora el inico estudio de diversidad
genética y estructura en P. chilensis a partir de marcadores
SSR se ha realizado en poblaciones de la Region de Co-
quimbo (Moncada et al. 2019), sin embargo, ain no se ha
estudiado la diversidad y estructura genética en poblaciones
de P. chilensis de provincias de la zona central de Chile.
Los objetivos del presente estudio son i) determinar el ni-
vel de diversidad genética de poblaciones de P. chilensis a
distintas zonas altitudinales y ii) evaluar la diferenciacion y
la estructura genética de poblaciones de dos provincias de
la zona central de Chile a partir de marcadores SSR. La hi-
potesis propuesta es que en la zona central de Chile las po-
blaciones de P. chilensis presentan una alta diferenciacion
genética entre poblaciones y una alta diversidad genética
debido a diferencias de distancia geografica y altitud.

METODOS

Material vegetal. Entre los meses de abril y mayo de 2018,
se procedio a colectar hojas de 48 individuos de P. chilen-
sis, desde distintas zonas de la Provincia de Chacabuco y
la Provincia de San Felipe de Aconcagua, las cuales fue-
ron agrupadas y georeferenciadas en cuatro poblaciones:
Lampa-Polpaico (LAPO), Huechtn-Peldehue (HUPE),
Los Andes (ANDE) y Putaendo (ENDO) (cuadro 1, Apén-
dice 1). Los arboles fueron seleccionados al azar, dentro de
las zonas de distribucion de la especie (Gonzalez 2013), en
lo posible manteniendo una distancia minima de 30 metros
entre individuos, para evitar la relacion de parentesco en-
tre arboles. La muestra consistio en aproximadamente cien
gramos de hojas jovenes colectadas de la parte media de la
copa de cada individuo, y de un largo minimo de siete cen-
timetros. Las muestras fueron inmediatamente guardadas
en bolsas de polietileno y conservadas a 4 °C durante la
jornada en terreno, para al final de cada dia, ser guardado
en congelador a -20 °C, hasta su almacenamiento a -80 °C.
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Cuadro 1. Localizacion geografica de 48 individuos de Prosopis chilensis utilizados en este estudio.

Geographical location of 48 individuals of Prosopis chilensis used in this study.

Provincia Poblacion Muestras Identificacion Longitud Latitud Elevacion
(n) de muestras S) W) (m s.n.m.)
Lampa-Polpaico (LAPO) 8 1-8 33°15°56,568” 70° 53*37,811” 483
Chacabuco
Huechun-Peldehue (HUPE) 19 9-27 33°8°49,789”  70°39’35,417” 719
San Felipe de  L-0S Andes (ANDE) 15 28-42 32°49°59,14”  70° 34’ 4,846 875
Aconcagua  pytaendo (ENDO) 6 43-48 32°34° 52,8557 70°42°0,783” 925

Extraccion de ADN. El ADN gendmico se extrajo utili-
zando la metodologia descrita por Contreras et al. (2019),
como se indica a continuacion: para la lisis celular, 100
mg de polvo fino de hojas jovenes, 14 puL de beta-mercap-
toetanol, 14 uL de 10 mg mL"! de proteinasa K, 14 pL de
Sarkosyl al 5 %, 0,045 g de D-sorbitol (MW 182,17 g mol-
1) y se afiadieron a cada tubo 700 uL de CTAB precalenta-
do a 65 °C durante 15 minutos (4 % p/v PVP-40, Tris-HCl
100 mM, pH 8; NaCl 1,2 M; EDTA 20 mM, CTAB al 2
%). Se agitaron con un vortex y luego se incubaron en un
bafio de agua durante 60 minutos a 65 °C, invirtiendo los
tubos cada 15 minutos. Luego, los tubos se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, y se recupero la
fase acuosa superior (~ 700 puL) y se vertié a un tubo nue-
vo. Posteriormente, se agregaron 800 pL de solucion de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico UltraPure™ (25: 24:
1) a cada tubo y se mezcl6 durante 10 minutos a 120 rpm
en un incubador-agitador a 20 °C. Luego, estos tubos se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a4 °Cy la
fase superior se recupero para un procesamiento adicional
(~ 550 pL), intentando no perturbar la fraccion inferior del
tubo. Este sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. A
continuacion, se agregaron 8 uL de 10 mg mL"' de RNAsa
a cada tubo, seguido de incubacion a 55 °C durante 8 min.
Se agregaron dos tercios de isopropanol a -20 °C a los tu-
bos (367 uL de isopropanol para 550 uL de solucion en
este caso), que luego se invirtieron 30 veces a temperatura
ambiente para revolver la mezcla. El liquido se transfirio
luego a una mini columna Hi-Bind DNA (Omega Bio-tek)
unida a un tubo de recoleccion de 2 mL y se dejo incubar
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las mini co-
lumnas se centrifugaron a 14.000 rpm durante 2 minutos y
luego se elimino el precipitado. Luego se lavd con 700 puL
de etanol al 90 % a temperatura ambiente, se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 2 minutos y se desecho el precipita-
do. A esto le sigui6 la adicion de 700 pL de etanol al 70
% con NH,OAc [10 mM] a temperatura ambiente, centri-
fugacion a 14.000 rpm durante 2 minutos y se descarto el
precipitado. Las mini columnas vacias se centrifugaron a
14.000 rpm durante 2 minutos para eliminar el etanol res-
tante y el tubo de recoleccion se reemplazd por un nuevo
tubo de 1,5 mL. Luego, se agregd 60 pL de TE precalenta-
do a 65 °C a cada mini columna, seguido de incubacion a

65 °C durante 5 minutos. Finalmente, los tubos se centrifu-
garon a 14.000 rpm durante 2 minutos, la mini columna se
descart6 y el tubo de 1,5 mL con el extracto se almacené a
-20 °C para su posterior uso. La calidad y la concentracion
total de ADN se verificd con un espectrofotometro Colibri
Microvolume (Titertek Berthold, Alemania) a 260, 280 y
230 nm. La integridad del ADN gendmico se verificd en
un gel de agarosa al 0,7 % (el tiempo de electroforesis fue
de 40 min a 100 V).

Amplificacion marcadores SSR. Para la amplificacion de
los marcadores microsatélites (SSR) neutros se utilizaron
parejas de cebadores detallados en el cuadro 2, descritos
por Mottura ef al. (2005) y Bessega et al. (2013). Para ob-
tener los alelos de individuos de P. chilensis, se dispusie-
ron reacciones de PCR con cada pareja de cebador SSR. Se
prepararon reacciones de PCR con un volumen total de 20
pL como se describe a continuacion: 10 pL de Master Mix
SapphireAmp Fast PCR 2X (Takara-Clontech), 4 pL de
ADN genomico (5 ng uL'"), 1 uL de cada cebador forward
y reverse (a una concentracion de 5 uM), y 4 uL de agua
libre de nucleasas. Las amplificaciones se realizaron en
un termociclador Labnet MultiGene OptiMax con las si-
guientes condiciones: un paso inicial de 4 minutos a 94 °C,
30 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos de tempera-
tura de anillamiento (Ta) (ver cuadro 2) y 45 segundos a 72
°C, seguido por un paso de extension final de 10 minutos
a 72 °C. Para la deteccion de los alelos (por electroforesis
capilar), los cebadores forward se marcaron con un fluoro-
foro 5’-FAM y 5 HEX y los productos de PCR fueron ob-
tenidos con un analizador genético ABI3730XL (Applied
Biosystems); para comprobar el tamafio de los alelos se
utilizé un marcador estandar Gene Scan™ 400 HD™ Rox
(Applied Biosystems). Los tamafios de los alelos se ob-
servaron y registraron mediante el software Peak Scanner
(Applied Biosystems, version 1.0).

Andlisis de datos. Se analizo la posibilidad de detectar
alelos nulos en cada locus usando el programa MICRO-
CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Para cada
poblacion y locus se evaluo el equilibrio de Hardy-Wein-
berg (HWE), y desequilibrio de ligamiento (LD) entre to-
dos los pares de loci utilizando el software Arlequin v. 3.1
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Cuadro 2. Descripcion de cebadores microsatélites usados en cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Description of microsatellite primers used in four populations of Prosopis chilensis.

Locus Secuencia ADN (5’ — 3°) y fluor6foro (FAM, HEX) Motivo Ta (°C) Referencias

an RIIMLCOCICCNONIIT an. o besewan)
an ESEEACCCIMTIOS g b a)
Mois  FSTAMATIGATIAGAGTIGCATGTGOATGS  (Gny egmy 58 Motwraeral (009
aus | ESIMMGITNOGICONCKOCY g s b a)
o ESIEINCCTIMACGCCOGTACT g o
Mol6 ;5 SFég[Gg‘éTcﬁggi%ifT’fgfgggc3 (CA),, 60 Mottura et al. (2005)
Mo05 ESSPéEA)T(CAC’SgTTCCGTTGGCﬁgTngTCCT:g(;CW (CT),T(CT), 64 Mottura ef al. (2005)

(Excoffier ef al. 2005) y FSTAT v. 2. 9. 3 (Goudet 2001).
El HWE se evalu6 usando 10.000 iteraciones de simula-
cion y la prueba de LD se llevo a cabo con 9.999 permuta-
ciones. Se calculo el nimero total de alelos por locus (Na),
numero efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada
(Ho), heterocigosidad esperada (He), alelo privado (AP),
el indice de diversidad de Shannon (I) y los parametros
estadisticos F de Wright (F, F,. y F)) utilizando el soft-
ware FSTAT v. 2. 9. 3 (Goudet 2001) y Arlequin v. 3.1
(Excoffier et al. 2005). Los valores de F_ de la poblacion
por pares se realizaron en 1.000 permutaciones. El con-
tenido de informacion polimoérfica (PIC) para cada locus
SSR se estim6 mediante la formula: PIC = 1 - Zpi?, donde
pi son las frecuencias de los diferentes alelos detectados
en el locus. Para estimar la variabilidad genética dentro y
entre las poblaciones se calculo el analisis no paramétrico
de la prueba de la varianza molecular (AMOVA) usando
GenAlex v. 6.5 (Peakall y Smouse 2012) con 1.000 per-
mutaciones. Como técnica de analisis de grupos, se realizd
un andlisis multivariado mediante Escalamiento Multidi-
mensional (EMD) utilizando el programa PAST (Hammer
et al. 2001).

Se evalud el aislamiento por distancia mediante la
prueba de Mantel entre las distancias genéticas y distancias
geograficas utilizando el sofiware GenAlex v. 6.5 (Peakall
y Smouse 2012), llevandose a cabo con 1.000 permuta-
ciones. La estructura genética de los 48 individuos de P.
chilensis se determin6 mediante un analisis de conglome-
rado bayesiano, utilizando el software STRUCTURE v.2.3
(Pritchard et al. 2000). Para el analisis, se us6 un modelo
de mezcla con frecuencias alélicas correlacionadas sin la
opcion LocPrior. El nimero 6ptimo de subpoblaciones (K)
se identifico después de tres ejecuciones independientes
para cada valor “K” que oscil6 entre 1 y 4, con un periodo
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burn-in de 200.000 repeticiones, seguido de repeticiones
de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) de 350.000 re-
peticiones. Fueron examinados dos criterios con valores
medios de probabilidad logaritmica: L(K) y delta K (AK),
para encontrar los valores apropiados de K. Se procesaron
los datos para identificar los grupos optimos (K) utilizan-
do el programa web STRUCTURE HARVESTER (Earl y
Vonholdt 2012).

RESULTADOS

Una prueba de desequilibrio de ligamiento (LD) para
cada poblacion detectd una desviacion de equilibrio sig-
nificativa en 5 de 56 combinaciones de loci, con un nivel
de significancia del 5 %. Sin embargo, ninguno de estos
pares de loci SSR con desequilibrio de ligamiento fue sig-
nificativo después de aplicada la correccion de Bonferroni.
En todos los loci hubo ausencia de alelos nulos, aplicando
el programa MICRO-CHECKER. Un total de 53 alelos
fueron detectados entre los individuos de P. chilensis. El
numero de alelos generados por cada marcador SSR vario
de 2 a 11 con un promedio de 7,5 alelos por locus (cua-
dro 3). El mayor numero de alelos se observo en el locus
Mol6 (11 alelos) y el menor niimero de alelos se observo
en el locus Mo05 (2 alelos) (cuadro 3). El tamafio de los
fragmentos amplificados oscild entre 168 a 200 pb (GLS),
214 a 234 pb (GL21), 218 a 240 pb (Mo13), 194 a 216 pb
(GL15), 214 a 222 pb (M008), 145 a 165 pb (Mo16) y 216
a 218 pb (Mo05). El valor PIC estuvo en el rango de 0,057
(Mo05) a 0,847 (Mo16) con un PIC medio de 0,636 para
todos los loci (cuadro 3). El nimero efectivo de alelos para
cada locus vario de 1,063 a 5,821, con un promedio de
3,446. La heterocigosidad esperada oscilo entre 0,820 en
el locus Mo16 y 0,056 en el locus Mo05, con un promedio



de 0,610 para todos los loci. La heterocigosidad observada
vari6 de 0,801 en el locus Mo13 a 0,000 en el locus Mo05,
con un promedio de 0,588 para todos los loci (cuadro 3).
Se detectd una significativa (P < 0,05) desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en los loci Mo16
y Mo05 en la mayoria de las poblaciones, y una signifi-
cativa desviacion de HWE (P < 0,1) del locus Mo18 en la
poblacion ENDO. El coeficiente de endogamia (FIS) varid
desde -0,171 (Mo13) a 1,000 (Mo05), con un promedio de
0,156 para todos los loci. La diferenciacion genética (FST)
de los loci individuales vari6 de 0,026 (GL15) hasta 0,074
(Mo13), y promedio6 un valor de 0,042 para todos los loci.
Por otro lado, el coeficiente de endogamia total (FIT) vario
desde -0,084 (Mo13) a 1,000 (Mo05), con un promedio de
0,194 para todos los loci (cuadro 3).

Se observaron alelos privados exclusivos para las pobla-
ciones HUPE (AP = 5), LAPO (AP =4) y ANDE (AP =3),
pero no se encontraron en la poblaciéon ENDO (cuadro 4).
El indice de Shannon (I) vari6 entre 1,101 en la poblacion
ENDO a 1,360 en la poblacion HUPE. El valor mas alto de
Ho = 0,642 £+ 0,301 se observo en LAPO, mientras que el
valor mas bajo se encontré en la poblacion ANDE (Ho =
0,514 £ 0,232). El valor de He estimado mas alto dentro
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se detectd en poblacion LAPO (0,660 + 0,307), mientras
que el valor mas bajo se detectdo en ANDE (0,629 +0,231).
Para todas las poblaciones analizadas, la heterocigosidad
promedio observada fue menor que la heterocigosidad es-
perada

El coeficiente de endogamia (F ) para cada poblacion
vari6 entre 0,028 y 0,103, lo que indica en general una
deficiencia de heterocigotos, y se encontr6 un significati-
vo F, (F = 0,188; P <0,001) en la poblacion ANDE. El
valor de F oscil6 en -0,023 y 0,024 para las poblaciones
LAPO y ANDE, respectivamente (cuadro 4). Los valores
de diferenciacion genética se calcularon entre pares de
poblaciones, donde hubo una baja diferenciacion genética
(F,,= 0,030) significativa (P < 0.05) solo entre las pobla-
ciones HUPE y LAPO (cuadro 5).

El analisis AMOVA revel6 que la mayor cantidad de va-
riacion genética se encontro6 entre los individuos (90,78 %;
P=0,0001), y una muy baja variacion genética entre pobla-
ciones de P, chilensis (0,16 %; P =1,000), lo que demuestra
una baja diferenciacion genética entre las cuatro poblacio-
nes (F,,=0,0015; P=1,000) (cuadro 6). El promedio de co-
eficiente de endogamia (F ) y el coeficiente de endogamia
total (F) fue significativo, cuyos valores fueron 0,0907

Cuadro 3. Estadisticas de diversidad de siete loci SSR utilizados en 48 individuos de Prosopis chilensis.

Diversity statistics of seven SSR loci used in 48 individuals of Prosopis chilensis.

Locus Na PIC Ne

Ho

He F F F

1S ST I
GL8 10 0,778 4,173 (+0,592) 0,789 (£0,072) 0,740 (£0,048)  -0,066 ns 0,049ns  -0,014 ns
GL21 7 0,625 2,629 (£0,323) 0,672 (+0,054) 0,604 (+0,042) -0,113 ns 0,033 ns  -0,076 ns
Mol3 8 0,738 3,329 (0,425) 0,801 (£0,128) 0,684 (£0,041) -0,171ns  0,074*  -0,084 ns
GL15 10 0,794 4,525 (+0,368) 0,793 (£0,017) 0,774 (£0,020)  -0,024 ns 0,026 ns 0,002 ns
Mo08 5 0,618 2,581 (+0,342) 0,500 (£0,062) 0,588 (£0,063) 0,150 **  0,049ns 0,192 **
Mol6 11 0,847 5,821 (x£0,762) 0,562 (£0,088) 0,820 (£0,020) 0,315 ***  0,032ns 0,337 ***
Mo05 2 0,057 1,063 (+£0,037) 0,000 (£0,000) 0,056 (+0,033) 1,000 ***  0,032ns 1,000 ***
Promedio 75 0,636 3,446 0,588 0,610 0,156 0,042 0,194

(£0,037) (0,258) (£0,316) (£0,056) (+0,048) (0,154) (£0,006) (#0,146)

P -valor: * P <0,10; ** P <0,05; *** P <0,0001; ns = no significativo.

Cuadro 4. Estadistica de diversidad de cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Statistics of diversity of four populations of Prosopis chilensis.

Poblacion n Ap 1 Ho He Fi Fe,
LAPO 8 4 1,327 (£0,275) 0,642 (£0,301) 0,660 (£0,307) 0,028 ns -0,023 ns
HUPE 19 5 1,360 (£0,220) 0,624 (+0,276) 0,647 (£0,239) 0,037 ns -0,004 ns
ANDE 15 3 1,288 (£0,212) 0,514 (£0,232) 0,629 (+£0,231) 0,188 ** 0,024 ns
ENDO 6 0 1,101 (£0,196) 0,571 (£0,331) 0,632 (£0,267) 0,104 ns 0,020 ns

P -valor: * P <0,10; ** P<0,001; ns = no significativo.
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(P<0,01)y0,0921 (P<0,0001), respectivamente (cuadro 6).
El analisis multivariado EMD mostr6 un solo agrupamien-
to, encontrandose mezclados individuos de P. chilensis de
distintas poblaciones (figura 1). Usando la prueba de Man-
tel, se observo que los 48 individuos de P. chilensis presen-
taron ausencia de correlacion entre la distancia genética y
la distancia geografica (r>= 0,0001; P = 0,480), no revelan-
do aislamiento por distancia (figura 2). En cuanto al anali-
sis de estructura genética, para encontrar el valor K real se
usaron dos criterios: en la figura 3A se puede observar el
valor maximo L(K) K = 1 que luego en las siguientes si-
mulaciones disminuy6 notablemente con una alta varianza
entre ejecuciones; por otro lado, de acuerdo al otro criterio,
se pudo observar un AK alto, con un valor K =3 en la figura
3B. En la figura 4 se observa la estructura de individuos
de P. chilensis con un valor K = 3, mostrando una misma
estructura para todas las poblaciones.

DISCUSION

El presente estudio evalua la variabilidad genética y di-
versidad de poblaciones de P. chilensis de dos provincias
de la zona central de Chile, dado que se reconoce como la
zona de mayor distribucion de esta especie. Los resultados
basados en andlisis de 48 individuos de P. chilensis a partir
de siete loci SSR muestran una moderada diversidad y una
baja diferenciacion genética entre poblaciones de la Pro-

Cuadro 5. Valores F de diferenciacion genética por pares entre
cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Pairwise F values of genetic differentiation from four Pro-
sopis chilensis populations.

LAPO HUPE ANDE ENDO
LAPO -
HUPE 0,030%* -
ANDE 0,025ns  -0,008 ns -
ENDO -0,010ns  -0,003ns 0,0003 ns -

P-valor: ** P <0,05; ns = no significativo.

vincia de Chacabuco y San Felipe de Aconcagua. En este
estudio seis loci microsatélites muestran un alto polimor-
fismo, sin embargo, un bajo polimorfismo se observa en un
locus (Mo05). De acuerdo a Mottura et al. (2005), el locus
Mo05 también muestra bajo polimorfismo en P. chilensis,
revelando solo tres alelos en 20 individuos del Chaco de
Argentina, mientras en la presente investigacion se confir-
man dos alelos en 48 individuos. Por el contrario, Moncada
et al. (2019) en poblaciones de P. chilensis de la Region
de Coquimbo evidenciaron, en general, mas alelos que en
nuestro estudio, observando 10 alelos en el locus Mo08, 8
alelos en el locus Mo13 y 5 alelos en el locus Mo05, este tl-
timo con un rango de 204 a 216 pb, presenta un pseudogen
(alelo 204), debido a que el minimo tamafio de este frag-
mento es de 209 pb. Por otro lado, el estudio de Mottura et
al. (2005) encontro cinco alelos en el locus Mo16, mientras
que en el presente trabajo se detecta 11 alelos, sin embargo,
se analiza un nimero mayor de individuos comparado con
el trabajo de Mottura et al. (2005). En cuanto a los microsa-
telites exhibidos por Bessega et al. (2013), usando hasta 10
individuos de P. chilensis, estos autores descubrieron 6, 4 'y
2 alelos con los loci GL8, GL15 y GL21, respectivamente,
mientras que en el presente estudio se detecta 10, 10 y 7
con los mismos loci, respectivamente, encontrando, por lo
tanto, mayor cantidad de alelos en las poblaciones chilenas.

De acuerdo a Mottura et al. (2005), P. chilensis y P,
flexuosa son especies que estan estrechamente relaciona-
das. Por lo mismo y debido a que hay escasos estudios
genéticos de poblaciones de P. chilensis, se podria usar
como medio de comparacion informacion de la especie P
flexuosa. En poblaciones de P. chilensis del presente es-
tudio se observa en promedio 7,5 alelos usando siete loci
SSR, mientras que (Bessega ef al. 2017) en poblaciones
de P. flexuosa obtuvieron 7,9 alelos promedio de 8 loci
SSR; cabe indicar que entre los dos estudios hay cuatro
loci afines (Mo08, GL21, GL15 y Mol3). Ademas, los
valores PIC de loci SSR observadas en esta investigacion
(sin considerar Mo05) con P. chilensis son altas (valores
desde 0,625 a 0,794 para los SSR-GL; desde 0,618 a 0,847
para los SSR-Mo) comparado con los descritos por Besse-
ga et al. (2013) con valores entre 0,37 a 0,70 (GL8, GL15
y GL21), Moncada et al. (2019) con valores entre 0,49 a

Cuadro 6. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Molecular variance analysis (AMOVA) for four populations of Prosopis chilensis.

Fuente de variacion gl Suma de Componentes Porcentaje Indices de P-valor
cuadrados de varianza de variacion fijacion

Entre poblaciones 3 7,622 0,00351 0,16 FST=0,0015 1,0000

Entre individuos dentro de poblaciones 44 108,316 0,20482 9,06 FIS = 0,0907 0,0039

Entre individuos 48 98,500 2,05208 90,78 FIT =0,0921 0,0001

Total 95 214,438 2,26041

Description of microsatellite primers used in four populations of Prosopis chilensis.
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0,68 (Mo08, Mo09 y Mol3) y Mottura et al. (2005) con
valores entre 0,48 a 0,70 (Mo08, Mo13 y Mo16).

La diversidad genética de P. chilensis con respecto a
la heterocigosidad esperada (He) promedio en tres loci
(Mo08, Mo13 y Mo16) en individuos del Chaco Argenti-
no (Mottura et al. 2005) y la zona central de Chile (0,636
y 0,697, respectivamente) es mayor en los individuos de
la zona central de Chile que la region de Argentina. Sin
embargo, si se incluye en el calculo el locus Mo05, la di-
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versidad es mayor en el Chaco Argentino. Por otro lado, si
se compara entre especies afines, como P, flexuosa'y P. chi-
lensis, la media de la heterocigosidad esperada (He) usan-
do cuatro loci (GL15, Mo08, GL21 y Mo13), se obtiene
0,70 (Bessega et al. 2017) y 0,66, respectivamente; siendo
levemente mayor la diversidad genética de P. flexuosa que
P chilensis. Este resultado de mayor predominio de va-
riacion genética en P. flexuosa que P. chilensis también es
constatado por Motura ef al. (2005).
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Figura 1. Analisis de Escalamiento Multidimensional (EMD) de 48 individuos de Prosopis chilensis, usando siete marcadores SSR.

Analysis of Multidimensional Scaling (MDS) of 48 individuals of Prosopis chilensis, using seven SSR markers.

90,000 -
z 80,000 - . . soe oy
2 70,000 - R B . .
£ 60,000 - L L L :
L LI D D DL I D D D B B
& 50,000 - . « o,
) : . - i . :
O 40,000 - . e : | .« .
: N EEN oo
S 30,000 - " s | H ' .
5 50,000 ' 11 I ! ¥t y-00794x+2867
& 20, 1 H . R? =0,0001
2 10,000 - AR B T O A O AR '
’ R I | ] | ! 8, e
0,000 e 9 L o3 |
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000
Distancia Genética

Figura 2. Relacion entre distancia genética y distancia geografica de 48 individuos de Prosopis chilensis.

Relationship between genetic distance and geographical distance of 48 individuals of Prosopis chilensis.
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Figura 3: Relacion de valores medios de probabilidad logaritmica L(K) (A) y Delta K (B) con valores K.

Relationship of log-likelihood mean values L(K) (A) and Delta K (B) with K values.
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Figura 4. Representacion de estructura de individuos de Prosopis chilensis de cuatro poblaciones (LAPO, HUPE, ANDE y ENDO)

con un valor K = 3, realizado por el programa STRUCTURE.

Representation of the structure of Prosopis chilensis individuals from four populations (LAPO, HUPE, ANDE and ENDO) with a K =3

value, made by the STRUCTURE program.

Por otro lado, un mayor numero de alelos privados (Ap)
y un indice de Shannon (I) levemente mayor fue observado
en las poblaciones de la Region Metropolitana (LAPO-HU-
PE) que en poblaciones de la Region de Valparaiso (ANDE-
ENDO). Asi también se observa diferencias de diversidad
genética entre la poblacion LAPO (He = 0,660), ubicada
a menor altitud, y la poblacion ENDO (He = 0,632), ubi-
cada a mayor altitud. Por lo tanto, la diversidad genética
es levemente mayor en la zona baja (LAPO-HUPE) que
en la zona alta (ANDE-ENDO). Asi también, en poblacio-
nes de la Region de Coquimbo, se encontraron diferencias
de niveles de diversidad entre Elqui (He = 0,52), Limari
(He =0,55) y Choapa (He = 0,58) (Monacada et al. 2019).
Al igual que en nuestro estudio, se observo una situacion
similar en una especie arborea forestal nativa que crece en
la zona central de Chile, denominada Nothofagus glauca
(Phil.) Krasser, especie que evidencié una mayor diversi-
dad genética en los bosques de altitud baja (zona costera)
que en bosques de mayor altitud (zona andina) (Mufioz et
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al. 2013). Sin embargo, de forma inversa, en poblaciones
de P. alba localizadas en Bolivia, la poblacion establecida
a mayor altitud tuvo mayor variabilidad que la poblacién a
menor altitud (Bessega ef al. 2018).

El nivel de diferenciacion genética de P. chilensis (F,
= 0,0015) entre las cuatro poblaciones (LAPO, HUPE,
ANDE y ENDO) es baja, lo que concuerda con los resul-
tados del analisis AMOVA (variacion entre poblaciones =
0,16; P = 1,000). Como la especie P. chilensis es de po-
linizacion cruzada, la buena circulacion de polinizadores
quizas permite el alto flujo de polen entre localidades de
estas regiones y por ende un mayor flujo de genes. De he-
cho, las evidencias sefialan que la especie P. chilensis es
auto-incompatible, siendo obligatoria su fertilizacion cru-
zada, lo que aseguraria una alta recombinacion genética
y una amplia variacion genética en las poblaciones (Hun-
ziker et al. 1986). El alto flujo genético entre P. chilensis,
P. flexuosa, P. alba y P. nigra ha dado como resultado una
alta homogeneidad genética en especies de la seccion A4/-



garobia, mostrando una baja diferenciacion genética entre
poblaciones y una alta variabilidad dentro de la poblacion
(Hunziker ef al. 1986).

Al igual a la escasa diferenciacion genética que se
observa en el presente estudio, las estimaciones de va-
riabilidad usando marcadores RAPD en poblaciones de
P. chilensis, de acuerdo a los resultados de Ferreyra ef al.
(2010), indicaron que la mayor parte de la variabilidad ge-
nética se encontrd dentro de las poblaciones, existiendo
baja diferenciacion entre poblaciones y regiones. Lo mis-
mo fue observado con marcadores SSR en poblaciones de
P. chilensis de la Region de Coquimbo (Moncada et al.
2019). Por otro lado, en Bolivia un estudio de caracteri-
zacion genética de poblaciones de P. alba usando 10 loci
SSR revel6 que la mayor parte de variabilidad genética
estuvo contenida dentro de los individuos (99 %), y se ob-
servo una baja diferenciacion genética entre poblaciones
(Bessega et al. 2018). Por otro lado, para evitar el aumento
de riesgo de fragmentacion, mermar la variabilidad gené-
tica e incrementar la endogamia, un estudio recomienda
evitar el aislamiento de bosques pequefios (Bessega et al.
2017). Por lo tanto, la informacion genética capturada en
nuestro trabajo a partir de poblaciones de Chacabuco y San
Felipe, sera ttil para conducir planes de conservacion y
mejoramiento genético en P. chilensis.

El analisis STRUCTURE, la prueba de Mantel y el
analisis multivariado EMD sugieren que todos los indivi-
duos de P. chilensis de las cuatro poblaciones son parte de
un solo grupo, mostrando una sola estructura poblacional.

El analisis de prueba de Mantel ha revelado una muy
baja correlacion entre distancia genética y distancia geo-
grafica entre poblaciones de P. chilensis, por lo tanto, se
podria suponer que no hay aislacion de poblaciones entre
regiones, pudiendo inferirse que, dada la longevidad de la
especie, podrian ser individuos remanentes de poblacio-
nes originales. Por otro lado, el analisis con STRUCTURE
ha revelado que la estructura genética de las poblaciones
de P. chilensis no estan afectadas geograficamente por ba-
rreras naturales o de actividad antrdpica, ya que todas las
poblaciones presentan la misma estructura. Al parecer la
intensa actividad humana, la diferencia de altitud y la dis-
tancia geografica, tanto de la Region Metropolitana y la
Region de Valparaiso, no ha afectado la variabilidad ge-
nética de poblaciones de P. chilensis, llegando a presumir
que no existen barreras naturales. Sin embargo, Valdivia y
Romero (2013) detectaron que las proximas generaciones
poblacionales juveniles de P. chilensis de Batuco y Huel-
pén (zona central de Chile) se veran reducidos progresiva-
mente y contraidos, debido a la irrupcion constante de la
actividad humana (agricultura y residuos domiciliarios) y
por efectos climaticos naturales, como el fenomeno de El
Niflo, entre otras causas.

Las localidades donde estan establecidas las poblacio-
nes de P. chilensis en este estudio, como la Provincia de
Chacabuco y comunas de los Andes gozan de buen climay
moderada cobertura vegetacional, sin embargo, en el De-
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sierto de Atacama hay especies como P. tamarugo, a la
cual se ha observado una baja variabilidad genética. Por
otro lado, el cambio climatico puede afectar la variabilidad
genética de especies como P, chilensis y de especies acom-
pafiantes, tanto de flora como fauna y del bosque espinoso
del cual forman parte. La conservacion de la diversidad
genética permite que las especies mantengan su poten-
cial para adaptarse a cambios ambientales (Schierenbeck
2017). Se propone entonces buscar diversos grupos de
genotipos, para mantener una amplia base genética de la
especie. Ya existen algunos estudios que podrian orientar
la conservacion de ciertos atributos de la especie, como
es el caso del estudio de Westphal et al. (2015), quienes
identificaron variacién de genotipos de distinta proceden-
cia en respuesta a tratamientos de estrés salino, siendo mas
tolerantes los genotipos de la zona norte de Chile.

CONCLUSIONES

En conclusion, existe una moderada diversidad gené-
tica de poblaciones de P. chilensis entre zonas de menor
altitud (LAPO y HUPE) y zonas de mayor altitud (ANDE
y ENDO). Por otro lado, los marcadores microsatélites han
evidenciado una escasa diferenciacion genética entre po-
blaciones de P. chilensis de dos diferentes provincias de
la zona central de Chile, presentando ademas la misma
estructura genética. Por lo tanto, para efectos de ampliar
los grupos genéticos de esta especie a nivel nacional, se
requiere en el futuro continuar con los estudios y planes de
conservacion para salvaguardar el potencial adaptativo y
evolutivo de la especie.
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Apéndice 1. Coordenadas geograficas de 48 individuos de Prosopis chilensis.

N° Muestra Provincia Latitud Longitud Altitud
1 Chacabuco 33°16°17.371” S 70° 537 23.342” W 475
2 Chacabuco 33°15°56.568” S 70° 53°37.811” W 483
5 Chacabuco 33°15°39.836” S 70° 53°36.484” W 497
12 Chacabuco 33°9°45.523” S 70° 53’ 37.888” W 529
16 Chacabuco 33°11°26.214” S 70° 52° 45.457” W 520
18 Chacabuco 33°11°0.447” S 70°52°34.019” W 522
23 Chacabuco 33°8°37.527”S 70°51°7.694” W 541
25 Chacabuco 33°8739.837” S 70°51°2.995” W 541
26 Chacabuco 33°576.631” S 70° 47" 54.716” W 553
27 Chacabuco 33°5°6.745” S 70° 47’ 53.523” W 572
28 Chacabuco 33°576.267” S 70° 47 55.172” W 573
30 Chacabuco 33°576.168” S 70°48°4.271” W 572
31 Chacabuco 33°5°10.282” S 70°48°0.421” W 574
32 Chacabuco 33°5’31.916” S 70° 43’ 54.477° W 624
33 Chacabuco 33°5°31.412” S 70° 43°55.701” W 624
34 Chacabuco 33°5°31.666” S 70° 43’ 51.386” W 624
36 Chacabuco 33°5’31.883” S 70°43° 38.084” W 629
37 Chacabuco 33°5732.592” S 70°43°31.425” W 632
38 Chacabuco 33°8°49.789” S 70°39°35.417"W 719
39 Chacabuco 33°8’29.224” S 70°39°43.713” W 716
41 Chacabuco 33°8°9.7”S 70°39°59.128” W 702
42 Chacabuco 33°8°41.966” S 70°40°9.348” W 698
43 Chacabuco 33°8°41.995” S 70° 39’ 50.167" W 705
45 Chacabuco 33°5726.527” S 70°39°7.41” W 819
46 Chacabuco 33°5°26.056” S 70°39°6.167" W 820
48 Chacabuco 33°5°25.376” S 70° 39’ 8.507" W 815
49 Chacabuco 33°5725.658” S 70°39°9.322” W 813
56 San Felipe 32°52°33.152” S 70° 38’ 34.55” W 779
57 San Felipe 32°52740.89” S 70°38°31.269” W 778
58 San Felipe 32°5240.266” S 70° 37" 14.686” W 803
59 San Felipe 32°52°40.083” S 70°37°13.798” W 802
60 San Felipe 32°52740.058” S 70°37° 13.182” W 801
61 San Felipe 32°52°39.976” S 70°37°12.026” W 803
65 San Felipe 32°49°59.14” S 70° 34° 4.846” W 875
66 San Felipe 32°49°43.12” S 70°34°3.218” W 882
67 San Felipe 32°49°58.94” S 70° 34’ 5.266” W 874
68 San Felipe 32°53°13.724” S 70°31°48.81” W 1097
Contuntia
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70
74
76
78
79
80
81
82
83
84
86

San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe
San Felipe

32°53°14.749” S
32°52°18.456” S
32°52°18.179” S
32°51°48.018” S
32°52°3.126” S

32°34°52.855” S
32°34°58.535” S
32°35°5.503” S

32°35°11.703” S
3203572241778
32°35°51.47” S

70°31°49.982” W
70° 41’ 45.808” W
70°41°47.072” W
70°41°37.342”> W
70°41°43.785” W
70°42°0.783” W

70°42°5.722” W

70°42°11.453” W
70°42°16.365” W
70°42°28.38” W

70°42°50.335” W

1097
747
747
739
744
925
921
914
911
900
885
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