UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

BESPE

Determinacion de la filogenia del género Scalesia, endémico de las islas Galapagos,

mediante el genoma del cloroplasto para el estudio de la hibridacidén entre sus especies

Enriquez-Moncayo, Cristian Pavel
Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Trabajo de titulacion, previo a la obtencién del titulo de Ingeniero en Biotecnologia

Flores Flor, Francisco Javier, PhD.

19 de agosto de 2022



Hoja de resultados de la herramienta CopyLeaks

COPYLEAKS

PavelEnriquez Tesis ESPE.ixt

Scanned on: 13:44 August 8, 2022 UTC

0.4% 16889

Overall Semdarity Score Resuits Found Total Words in Text
identical Words 17
Words with Minor Changes 33
Paraptvased Words iB
Omitted Words 0

@P’YLEAKS Website | Education | Businesses



@ESPE

UMIVEARSIDAD DE LAS FUEAZAS ARMADAS
INNGVAEION FARA LA EECELENEIA

Departamento de Ciencias de |a Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Certificacion

Cerifico que el frabajo de fitulacién: “Determinacion de la filogenia del género
Scalesia, endémico de las islas Galapagos, mediante el genoma del cloroplasto
para el estudio de la hibridacion entre sus especies” fue realizado por el sefior
Enriquez Moncayo, Cristian Pawvel; &l mismo que cumple con los requisitos legales,
tedricos, cientificos, técnicos v metodologicos establecidos por la Universidad de las
Fuarzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su totalidad por la
herramienta de prevencion y/o verficacion de similitud de contenidos; razon por la cual

me permito acreditar v autorizar para que se lo sustente publicamente.

Sangolgui, 19 de agosio de 2022

[} -

Flores Flor, Francisco, PhD.

C.C. 1713443479



@ESPE

UNIVE RRIOAD OF AR rurnzan .N“‘D‘.
INMBVACION FARA 4 A A ERERLANDIA

Departamento de Clenclas de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenleria en Biotecnologia

Responsabilidad de autoria

Yo, Enriquez Moncayo, Cristian Pavel, con cédula de ciudadania n°1718193004,
declaro que el contenido, ideas y criterios del trabajo de titulacion: “Determinacion de
la filogenia del género Scalesia, endémico de las islas Galapagos, mediante el
genoma del cloroplasto para el estudio de la hibridacién entre sus especies’ es de
mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos legales, teéricos, cientificos,
técnicos, y metodolégicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas

bibliograficas.

Sangolqui, 19 de agosto de 2022

Enriquez Moncayo,\Cristian Pavel
C.C.: 1718193004



(s) ESPE

UNIV! RBIDAD OE LAR FUuLnzan ARMADA-
INNOVACION FPARA LA SNORLENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Autorizacion de publicacién

Yo Enriquez Moncayo, Cristian Pavel, con cédula de ciudadania n* 1718193004,
autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacién:
“Determinacion de la filogenia del género Scalesia, endémico de las islas
Galapagos, mediante el genoma del cloroplasto para el estudio de la hibridacién

entre sus especies” en el Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios

son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 19 de agosto de 2022

Enriquez Moncayo, Cristian Pavel

C.C.: 1718193004



Dedicatoria

A mi hijo amado Luka, por ser la motivacién de mi vida. A mi madre Cristina, por apoyarme de

forma incondicional; y a mi hermana Amanda, por confiar en mi.

Pavel Enriquez-Moncayo



Agradecimiento

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento y gratitud a Patricia Jaramillo Diaz por
confiar en mi, permitirme ser parte de esta investigacion e integrarme al Programa Galdpagos
Verde 2050 de la Fundacion Charles Darwin, primero como voluntario y luego como staff, para
ser parte de las acciones a favor de la conservacion y restauracion ecolégica de mi hogar,
Galdpagos. También a José Cerca, por darme la oportunidad de colaborar con el University
Museum de la Norwegian University of Science and Technology (NTNU) en esta investigacion y
brindarme siempre su apoyo y predisposicion a despejar cualquier duda, sin importar en qué
lugar del mundo se encuentre. A mi profesor Francisco Flores por brindarme la oportunidad de

desarrollar esta investigacion bajo su direccién y ser un guia en todo momento.

A mis compafieros de equipo Annita y Paul por siempre mostrar camaraderia y
apoyarnos mutuamente para que las cosas salgan siempre excelentes en el trabajo que
realizamos como GV2050. A Lili, por haberme escuchado y aconsejado siempre; me hiciste
mucho bien y te seguimos extrafiando en la oficina. Creo que ahora mas que compaferos,

SOMOoSs amigos y eso es gratificante.

A mis amigos de la universidad Pipe, Mateo, Ronny, Aleja, Stephy por siempre
apoyarme en las actividades académicas y extracurriculares. Les deseo lo mejor del mundo
porque lo merecen. Pipe, Mateillo, ustedes estuvieron cuando todo esto empez0, que dicha

haberlos conocido.

A mi amado hijo Luka, por haberme puesto los pies en la tierra, haber encaminado mi
vida y ser mi motivacion para ser mi mejor version siempre. Te amo con el alma, y mientras

esté aqui estaré para ti.



A mi madre Cristina. Sélo tu sabes por todo lo que hemos pasado, jgracias por tanto!
Eres mi angel guardian, mi mayor ejemplo y guia. Este y todos mis logros son y seran siempre

tuyos (y de mi Luka).

A mi hermana Amanda, por motivarme, ser un ejemplo a seguir y haberme brindado

siempre su apoyo incondicional. Te extrafio.

A mi padre Jorge, porque a su manera intenté ayudarme. Sigue manteniéndote en

forma viejito que tenemos partidos de futbol pendientes con el Luka.



indice de contenidos

Hoja de resultados de la herramienta COPYLEAKS .........cuuvuiiiiiieiiiieicie e 2
[D7=To (o= 1o 1= VPP PPPPPPPPPPPP 6
Yo | =T [Tt 0T =T o | (o B PP P PP PP PPPPPPPPPPPN 7
RESUMEBN ..ot e e e e et e e 15
E Y 4] = Lo TSR PP PP PPPPPPPPI 16
(@=To]1 (0] (o 3N AN 1o (ol [0t (o] o NN P PT PRSP PPPPPPPPRRP 17
Formulacion del ProbIEME ... e e e e 17
JustIficacion del ProbIEME ........ovuueii e 18
(O] o TT=3 1Y/ 01 USRPPPPPRPN 20
(@] o T=1 1Y 0T (=] a1 - | PP 20
ODjEtiVOS ESPECITICOS ...eveiiieeiiiitee ettt e e e e e et eaeaeeaaanns 21

[ 10 T0] TS PP TP POPPPPPPRPPR 21

(O o1 (U] [ 3 | 1Y/ F= T oTo I (Yo [0 IR PRSP 22
GENEIO SCAIESIA . ...eeeteieeiieiitt ettt e oottt e e e e e st e et e e e e e e e er e e e e e e e e e 22
2]Te o =ToTo |-V - U PP PUPR O PUPPPPPPPRPP 24
20110 1 4= L4 o VRPN 25
Genomica en plantas Y CONSEIVACION ..........covviiiiiieieieeiee ettt eeeeeees 26
10T = o T = T 27
(][ To =] o 1o o o1 ox= WP UO PR POPUPPPPPRPP 29

Genoma del CIOrOPIASTO.........ccuiiiiiiiiiiii 30



10

[ 11 eTqTo F= ToxTo ] o TP PP PT O POPPPPPPPPPPN 30
ENSambIaje 08 gENOMAS .......uuuiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aataa e eeaes 31
Novoplasty y el ensamblaje de genomas de cloroplastos ............cccccceeeiiiiiiiiiiiiin e, 31
Alineamiento de SECUENCIAS GENOMICAS ........uuuririiieeeiaiiiiiiteieae e e e e e aabbrr e e e e e e e e e s ainreneeeaaaeeaaanns 32
MAFFT y alineamiento 0€ gENOMAS.........ceuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e eeees 32
Capitulo 1: MaterialeS Y MELOUOS .......ccviiiiiii it e e e e e e e e 33
SECUENCIAS A€ SCAIBSIA ...t e et e e e e e 33
ENsSamblaje de gENOMES ........uuuiiiiiiiiiii e 34
Ensamblaje de novo utilizando NOVOPIASEY ...........ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
AlINEamIeNtO A& JENOMAS........ccci it e e e e ettt e e e e e e e e eearta e e aeaeas 35
ANAISIS fIIOGENELICO ... ... e e e et e e e e e e e e arraa s 35
ArDOI FIIOGENETICO .....vveeeeeeee ettt ettt ettt seeteeteete et ensereeae e 35
[Y=To o L= g F=T o] (0] 1] o101 PP P PP PPPPPPPPPPPPP 36
D1y = L (o - Eo o (=] a=] (ToF= 1< TR PSSPP 36
Andlisis de los eventos de hibridacién dentro del género Scalesia...........cccccceeeeeiieiiiiiiiinnnnnn. 36
Capitulo [V: RESUIAUOS .....ceiiiiiiiiiiitee ittt e e e e ettt e e e e e e s e bbb e e e aaaeeaaanns 37
Ensamblajes genOmICOS & NOVO ........ooiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e anns 37

P [1al=T: Taa =T ol Colo [=e =T g o] o g =T PSR 37
Filogenia del genoma del cloroplasto del género Scalesia..............uuuueummimmiiimiininiiiiiiiiiininnnnns 38
[y=To o [N = o] (o] 1] Lo L= S 64

DiISTANCIAS GENELICAS. ... .veieiieee i ittt ettt e e e e e ettt e e e e e e e s st e e e e e e e e e e e annbbaneeeeeaeeaaanns 74



11

Analisis de los eventos de hibridacion del genoma del cloroplasto del género Scalesia........ 76
(OF=T 11 (U1 [0 TN B 1Yo U L= o] o [ 81
CONCIUSIONES ...ttt oo e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e s et r e e e e e e e e e aaaas 92
RECOMENUACIONES .....ceiiiiiiiiiiieie ittt ettt ettt ettt ettt e e e et e e e e e et e e eeeeeeeeees 95
BIDIIOGIATaL. ... a e e 96

Y o 1] Lo Lo =TSSP 114



12

indice de tablas
Tabla 1 Especies del género Scalesia, con su distribucion a lo largo del Archipiélago de
Galapagos, zona de vegetacion Y ADITO..............eeiiiiiiii e 22
Tabla 2 Distribucion de las especies del género Scalesia de acuerdo a los clados del arbol
1[0 Yo =T 1< (1ol o T TP TR TR PTPPPPPPI 40

Tabla 3 Distancias genéticas intraespecificas del genoma del cloroplasto de Scalesia............. 75



13

indice de figuras
Figura 1 Mapa de distribucién geografica de las poblaciones de Scalesia colectadas por
cientificos de la Universidad de COPENNAGUE ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiie e 34
Figura 2 Representacion gréfica del numero de pares de bases de las 335 secuencias
gENOMICAS ENSAMDIAUAS .....ciiiiiiiiiiiie e e e e e et e e e e e e e et r e e e e e e e e e aanns 37

Figura 3 Visualizacién con AliView v1.28 del alineamiento de las 335 secuencias gendmicas de

cloroplasto obtenidas con el programa MAFFT V7.490 ..........coiiiiii i 38
Figura 4 Arbol filogenético del GENEro SCAIESIA. ..........c.ccvieeeiieiieceeceeee e 39
Figura 5 Primer clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4................. 43
Figura 6 Segundo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4............. 45
Figura 7 Tercer clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4................. 46
Figura 8 Cuarto clado del arbol filogenético presentado en la Figura 4 ...........ccccceveeeiiniiinnnnne. 47
Figura 9 Analisis del subclado A, del cuarto clado del arbol filogenético ...........ccccoeeeeriviiiinnnnn.. 48
Figura 10 Analisis del subclado B, del cuarto clado del arbol filogenético ............ccccccceevnnnnne. 49
Figura 11 Quinto clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4............... 50
Figura 12 Analisis de la seccion A del quinto clado del arbol filogenético.............ccccccevinnnnne. 51
Figura 13 Analisis de la seccion B del quinto clado del arbol filogenético.............ccccccevvnnnnne. 52
Figura 14 Analisis de la seccion C del quinto clado del arbol filogenético................ccoovvvinnnnnnnn. 54
Figura 15 Sexto clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4................ 55
Figura 16 Séptimo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4 ............ 57
Figura 17 Octavo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4.............. 58
Figura 18 Analisis de la seccién A del octavo clado del arbol filogenético............cccccceevvinnnnee. 59
Figura 19 Andlisis de la seccion B del octavo clado del arbol filogenético...........cccccvvvvvvevennn... 60
Figura 20 Noveno clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4............. 61

Figura 21 Analisis de la seccion A del noveno clado del arbol filogenético..............cccoovvvvnnnnnnn. 62



14

Figura 22 Analisis de la seccion A del noveno clado del arbol filogenético...............ccooevvvvnnnnnn. 63
Figura 23 Analisis de la red de haplotiPOS ..........cooiiiiiiiiiiii e 64
Figura 24 Analisis de la primera seccién de la red de haplotipos ...........ccoevvviiiiiiii e, 65
Figura 25 Analisis de la segunda seccion de la red de haplotipoS...........coooviiiiiiiiiieeiiiiiiiinnee, 66
Figura 26 Analisis de la tercera seccion de la red de haplotipos ..........ccevvviiiiiiiieeercciviiinnnn, 667
Figura 27 Analisis de la cuarta seccion de la red de haplotipos.........ccccoeevviiiiiiiiiiic e, 68
Figura 28 Analisis de la quinta seccién de la red de haplotipoS..........ccceeeviiiiiiiiiiiiiiieeeiie 69
Figura 29 Analisis de la sexta seccidn de la red de haplotipos........ccceeeeeeriiiiiiiiii e, 70
Figura 30 Analisis de la séptima seccién de la red de haplotipoS ..........ccooviiiiiiiiiiiiieeiiiiiiee, 72
Figura 31 Analisis de la octava seccién de la red de haplotipos .......cccceeeevviiiiiiiiiin e, 73
Figura 32 Analisis de la novena seccion de la red de haplotipoS...........ccovvviiiiiiieiiieenccciiin, 74
Figura 33 Arbol filogenético del género Scalesia construido a partir del genoma nuclear......... 77

Figura 34 Arbol filogenético del género Scalesia construido a partir del genoma del cloroplasto



15

Resumen
El género Scalesia es endémico de las islas Galapagos y esta conformado por 15 especies
distribuidas en once islas del archipiélago. El proceso de radiacion evolutiva ha sido poco
estudiado a un nivel genémico, ya que Fernandez-Mazuecos et al. (2020) fueron los primeros
en presentar la filogenia del genoma nuclear de Scalesia, para comprender la evolucion del
género. Varios autores han resaltado la hibridacion interespecifica en Scalesia a nivel del ADN
nuclear, entendiendo a estos eventos como determinantes dentro del proceso de especiacion.
La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la filogenia del genoma del cloroplasto
del género Scalesia para estudiar la hibridacién entre sus especies, siendo el primer estudio
gue involucra el genoma del cloroplasto de Scalesia. En primer lugar, se ensamblaron un total
de 335 secuencias gendmicas utilizando el software Novoplasty v4.2 promediando un tamafio
de 130.891 pb. Luego, se diagramd la filogenia utilizando el programa IQ-TREE v2.1.3 y se
construyo la red de haplotipos del genoma del cloroplasto. La topologia obtenida se comparé
con la filogenia del ADN nuclear para analizar los eventos de hibridacién dentro del género y se
encontraron marcadas incongruencias entre ambas topologias, por lo tanto, se pudo inferir en
gue las especies S. affinis, S. baurii, S. crockeri, S. divisa, S. pedunculata, y S. retroflexa, que
mostraron un comportamiento polifilético, evidenciaron eventos de hibridaciéon en el genoma del
cloroplasto. Sin embargo, se deben realizar estudios mas profundos para comprobar que las
incongruencias encontradas, son en efecto hibridacién y no clasificacion de linaje incompleto

(ILS).

Palabras clave: género Scalesia, evolucion, hibridacion, filogenia, genoma del

cloroplasto.
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Abstract
The Scalesia genus is endemic to the Galapagos Islands and includes 15 species distributed on
eleven archipelago islands. The evolutionary radiation process has been shortly studied at a
genomic level since Fernandez-Mazuecos et al. (2020) were the first to present the phylogeny
of the Scalesia nuclear genome, to understand the evolution of the genus. Several authors have
highlighted interspecific hybridization in Scalesia at the nuclear DNA level, understanding these
events as determinants within the speciation process. This research aimed to determine the
phylogeny of the Scalesia genus chloroplast genome to study hybridization between its species,
being the first study involving the Scalesia chloroplast genome. First, we assembled 335
genomic sequences using Novoplasty v4.2 software, averaging 130,891 bp in size. Then, we
diagrammed the phylogeny using the IQ-TREE v2.1.3 program and constructed the chloroplast
genome's haplotype network. Finally, we compared the topology obtained with the nuclear DNA
phylogeny to analyze the hybridization events within the genus, and we found significant
inconsistencies between both topologies. Therefore, we could infer that the species S. affinis, S.
baurii, S. crockeri, S. divisa, S. pedunculata, and S. retroflexa, which showed a polyphyletic
behavior, evidenced hybridization events in the chloroplast genome. However, further studies
must be conducted to verify that the inconsistencies found are hybridization and not incomplete

lineage sorting (ILS).

Key words: Scalesia genus, evolution, hybridization, phylogeny, chloroplast genome.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del problema

La importancia de la hibridacion en la especiacion y evolucion de las plantas se ha
debatido durante décadas, con visiones opuestas de la hibridacién como una fuerza evolutiva
creativa o como un ruido evolutivo (Soltis & Soltis, 2009). En islas oceénicas, las radiaciones
evolutivas pueden proporcionar informacién clave para comprender la rapida especiacion
(Kelager & Philipp, 2008). Segun Feng et al. (2020), el estudio filogenético de todo el genoma
es un procedimiento util para reconstruir las complejas historias evolutivas de muchos grupos

de especies que se diversifican rdpidamente y se hibridan naturalmente.

Los procesos de hibridacion complican la inferencia filogenética. Una forma de detectar
hibridacién es enfocarse en loci sin recombinacién (e.g. genomas de cloroplastos o de
mitocondrias) y compararlo con el ADN nuclear (que tiene recombinacion). El enfoque en
genomas citoplasmaticos ayuda a la resolucion de las relaciones filogenéticas pues la
comparacion con la filogenia del genoma nuclear permite detectar conflictos que resultan de la
hibridacion (Hodel et al., 2021). Ademas, con el desarrollo de métodos de secuenciacion de
proxima generacion (NGS), secuenciar el genoma del cloroplasto resulta mas rapido y barato

gue secuenciar el genoma nuclear (Daniell et al., 2016).

Se conoce que en islas se da la hibridacion de numerosos géneros producto de
radiaciones adaptativas, siendo crucial para la especiacion (Nielsen et al., 2003). En el
Archipiélago de Galapagos, solo el 3 % de las plantas nativas son dioicas y el resto son
hermafroditas, es decir, no poseen barreras morfolégicas para la autopolinizacion; por lo tanto,
la autocompatibilidad puede ser la estrategia reproductiva mas comuan (Lindhardt, 2006;
McMullen, 1990). Esta caracteristica puede conducir hacia una compatibilidad entre especies

estrechamente relacionadas que desencadena eventos de hibridacion (Barrett, 1996). Se
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calcula que al menos diez de las 51 especies hermafroditas en Galapagos pueden hibridarse
interespecificamente (McMullen, 1987). Es asi que, Weeks & Tye (2009), relatan la posibilidad
de hibridacion en Bursera sp. (Palo Santo de Galapagos) debido al intercambio de alelos
detectados en especies de diferentes islas. Asimismo, se ha reportado una introgresion
sustancial entre Gossypium darwinii (algodén endémico de Galapagos) y su especie hermana
introducida Gossypium hirsutum (Elistrand et al., 1999; Wendel & Percy, 1990), lo cual resalta
gue las plantas introducidas pueden encontrar en Galapagos un habitat idéneo para proliferar y
convertirse en especies invasoras, como es el caso de Lantana camara, que ha demostrado
tener ventajas reproductivas frente a Lantana peduncularis (endémica de Galapagos), al
competir y ser mas atractiva para los polinizadores del archipiélago (Carrién-Tacuri et al., 2012,

2014) .

En el género Scalesia, la hibridacion podria significar un importante proceso evolutivo
(Nielsen et al., 2003), ya que se han encontrado evidencias de este fenébmeno al momento de
estudiar la radiacion del género en las islas (Fernandez-Mazuecos et al., 2020). Es asi que, se
han demostrado eventos de hibridacion entre S. divisa y S. incisa (Nielsen et al., 2003); S.
affinis y S. pedunculata (Kelager & Philipp, 2008); ademas, se ha sugerido la posibilidad de
hibridacion entre varias especies de Scalesia como S. stewartii y S. atractyloides, S.
pedunculata y S. aspera, S. affinis y S. helleri (generando S. retroflexa, la cual tiene una
distribucion muy reducida en la isla Santa Cruz), aunque hacen falta estudios a fondo (Aldaz,
2004; Kelager & Philipp, 2008), ya que segun Itow (1995), raramente se han encontrado

especimenes hibridos dentro de parches poblacionales separados por barreras geograficas.

Justificacion del problema
El estudio filogenético es crucial para determinar la historia evolutiva de un grupo, es

decir, para conocer los procesos de especiacion y adaptacion de los organismos, y su
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conservacion. Por lo tanto, se requieren estudios que puedan diferenciar incluso especies
hermanas y revelar especies en diferentes niveles de divergencia (Crawford & Archibald, 2017).
La hibridacién puede conducir a una discordancia filogenética entre el DNA del cloroplasto y el
DNA nuclear de taxones previamente definidos (Toews & Brelsford, 2012). En otras palabras,
detectar esta discordancia filogenética nos puede ayudar a encontrar hibridacion en el género

(Hodel et al., 2021).

En las islas Galapagos existen 15 especies del género endémico Scalesia distribuidas
en 11 islas (Lindhardt, 2006). La radiacién adaptativa de este género ha sido poco estudiada,
aun cuando es un grupo de especies iconico, comparable con los pinzones de Darwin, en
términos de divergencia y adaptacion (Stocklin, 2009). Scalesia, al igual que los pinzones de
Darwin, han logrado establecerse en entornos muy diversos del archipiélago (Grant, 1996). Por
lo tanto, estudiar la hibridacién de esta planta con un enfoque filogenético mediante la
comparacion del genoma del cloroplasto respecto al genoma nuclear, puede arrojar una mejor
perspectiva de los procesos de adaptacion y especiacion producto de la radiacién adaptativa
tipica de islas oceanicas, sobre todo conociendo que bajo ciertas condiciones ecolégicas, en
efecto, es probable que la hibridacién haya contribuido para el nacimiento de nuevas especies

(Lindhardt et al., 2009; Marques et al., 2019).

Las distintas especies del género Scalesia, han desarrollado adaptaciones propias para
el entorno en el que se desarrollan (Tabla 1) (Lindhardt, 2006). EI comin denominador para las
especies que habitan la zona &rida, litoral o de bosque seco (S. affinis, S. aspera, S.
atractyloides, S. baurii, S. crockeri, S. divisa, S. gordilloi, S. helleri, S. incisa, S. retroflexa, S.
stewartii, S. villosa), es el ser arbustos; mientras que las especies que habitan las zonas de
bosque humedo (S. cordata, S. microcephala, S. pedunculata), son arboles (Blaschke &

Sanders, 2009). Ciertas especies, como S. helleri, S. affinis y S. retroflexa; 0 S. incisay S.
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divisa, que habitan en entornos cercanos o que sus poblaciones se solapan, podrian originar
eventos de hibridacion, lo cual propiciaria la eventual pérdida de linajes puros, y en términos de
conservacion, la pérdida de la especie que sea mas propensa a hibridarse (Lindhardt et al.,

2009).

El Archipiélago de Galapagos enfrenta un serio problema en cuanto a la conservacion y
a la restauracion ecolégica debido a que se han registrado mas de 600 especies introducidas
gue tienen potencial de convertirse en especies invasoras (Tye et al., 1999). Las principales
plantas invasoras en Galapagos son Rubus niveus, Lantana camara, Passiflora edulis, Psidium
guajava, y Cedrela odorata, las cuales pueden generar el desplazamiento de la flora nativa o
llevarla a su extincion (Huxel, 1999; Mauchamp et al., 1997; Tye et al., 1999), ya que por lo
general presentan plasticidad genética y fenotipica que las hace mas propensas a establecerse
y esparcirse en un entorno nuevo, que muchas veces es compartido con Scalesia ( Jager,
2018; Henderson et al., 2006). En Scalesia, el desplazamiento podria conducir a que distintas
especies sean arrinconadas a un entorno comun, en el cual se pueda producir fenémenos de
hibridacion, debido a la dispersion en areas nuevas y atipicas (Schenk, 2021). Por ello, estudiar
la hibridacién del género Scalesia podria trazar una ruta de accion frente a la eventual pérdida
de linajes puros y proporcionar una comprension mas completa de la dindmica espacial y

temporal de la mezcla en sistemas evolutivamente complejos (Supple & Shapiro, 2018).

Objetivos
Objetivo general
Determinar la filogenia del genoma del cloroplasto del género Scalesia para el estudio de la

hibridacion entre sus especies.
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Objetivos especificos

¢ Ensamblar el genoma del cloroplasto de 328 individuos representativos 15 especies de
Scalesia cuya distribucion abarca 11 islas del Archipiélago de Galapagos.

e Diagramar una filogenia del cloroplasto con los 328 especimenes de Scalesia.

¢ Analizar los eventos de hibridacion dentro del género Scalesia mediante la comparacion
con el arbol filogenético del ADN nuclear.

Hipotesis

La filogenia obtenida mediante el genoma del cloroplasto del género Scalesia endémico de las

islas Galdpagos, permite establecer la presencia de hibridacién entre sus especies.
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Capitulo Il: Marco teorico

Género Scalesia

Scalesia, Lecocarpus, Darwiniothamnus, y Macraea, son los cuatro géneros endémicos
de la familia Asteraceae que se encuentran en las islas Galapagos (Hamann, 1979; Jaramillo-
Diaz et al., 2018). El género Scalesia es el mas diverso al contar con 15 especies
comprendidas en 21 taxones (Hamann & Wium-Andersen, 1986; Jaramillo-Diaz et al., 2018),
por lo cual muestra una notable diversidad fenotipica en los rasgos vegetativo y reproductivos
(Ferndndez-Mazuecos et al., 2020). Se cree que es estas variaciones son producto de la
adaptacion a una amplia gama de habitats, ya que han colonizado bosques humedos, litorales,
aridos, bosques secos, suelo volcanico, grava de lava y ambientes fisurados en elevaciones
variadas, caracterizandose por presentar una distribucion alopatrica (Tabla 1) (Cerca et al.,

2022; Itow, 1995).

Tabla 1

Especies del género Scalesia, con su distribucion a lo largo del Archipiélago de Galapagos,

zona de vegetacion y habito

Especies Distribucién en islas  Zona de vegetacion Habito
S. affinis Fernandina, Floreana,  Arida, litoral, bosque seco  Arbusto
Isabela, Santa Cruz y bosque himedo
S. aspera Santa Cruz Arida, litoral y bosque Arbusto
seco

S. atractyloides Santiago Arida y litoral Arbusto
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Especies Distribucién en islas Zona de vegetacion Habito
S. baurii Pinta, Pinzon Arida y bosque seco Arbusto
arborescente
S. cordata Isabela Bosque humedo Arbol
S. crockeri Baltra, Santa Cruz Litoral Arbusto
S. divisa San Cristébal Arida y bosque seco Arbusto
S. gordilloi San Cristébal Arida, litoral y bosque Arbusto
seco
S. helleri Santa Cruz, Santa Fe Arida y litoral Arbusto
S. incisa San Cristébal Arida y litoral Arbusto
S. microcephala Fernandina, Isabela Bosque humedo Arbol
S. pedunculata Floreana, San Bosque humedo Arbol
Cristébal, Santiago,
Santa Cruz
S. retroflexa Santa Cruz Litoral Arbusto
arborescente
S. stewartii Santiago Arida y litoral Arbusto
S. villosa Floreana Arida y litoral Arbusto

Nota. Adaptado de Preliminary insights into the phylogeny and speciation of Scalesia
(Asteraceae), Galadpagos Islands, por Blaschke & Sanders (2009), Scalesia gordilloi sp. nov.

(Asteraceae) from the Galapagos Islands, Ecuador, por Hamann & Wium-Andersen (1986),
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Hybridization in Scalesia (Asteraceae ): Adding complexity to a problematic genus, por Kelager
& Philipp (2008), Reproductive biology and putative interspecific hybridisation between selected
species of Scalesia on Santa Cruz, Galapagos: A study of Scalesia crockeri, S. pedunculata
and S. aspera, por Lindhardt (2006), y Morphometric, AFLP and plastid microsatellite variation
in populations of Scalesia divisa and S. incisa (Asteraceae) from the Galapagos Islands, por

Nielsen et al. (2003).

Segun Schilling et al. (1994), las consideraciones biogeograficas sugieren que Scalesia
pudo parir de un grupo hermano (el género Pappobolus) de la region Andina de Sudamérica,
porgue esta region es la fuente probable de mas de la mitad de las plantas endémicas de las
islas Galdpagos. Ademas, se establece una relacion de hermanas entre Scalesia y un clado de
tres géneros del norte de los Andes (Syncretocarpus, Heiseria y Pappobolus) (Fernandez-

Mazuecos et al., 2020).

Biogeografia

La biogeografia intenta determinar cémo la especiacion, la adaptacion, la extincion y los
procesos ecolégicos interactlan entre si, para reconstruir las secuencias de origen, dispersién
y extincién de los taxones, y explicar cémo los eventos geoldgicos han dado forma a los
patrones de distribucién bidtica actuales; ya que los patrones de distribucién de organismos

sobre la superficie del globo no son aleatorios (Crovello, 1981; Myers & Giller, 1988).

Los entornos insulares permiten inferir respecto a los problemas en la estructura y
funcién de la comunidad, como la distribucién de individuos en especies o las relaciones
troficas entre poblaciones, ya que cualquier organismo que se encuentre en dicho entorno
aislado es seguramente miembro de la comunidad biética (Simberloff, 2003). Segun DaCosta et
al. (2019), el aislamiento geografico permite la acumulacién de linajes endémicos junto con el

flujo y la dispersion de genes tanto dentro del archipiélago como entre las islas y el continente.
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Sin embargo, los patrones de la biogeografia no se limitan solo a cuantos, sino a qué
especies habitan las islas, estableciendo que la especies raras y restringidas geograficamente
no se pueden equiparar con las mas comunes y de mayor distribucién, y que, por ende, pueden
tender a la extincion debido a sus requisitos de recursos relativamente altos, capacidades de
dispersion limitadas y alta sensibilidad a la perturbacion (Lomolino, 2000). Por lo tanto,
Simberloff & Abele (1976) establecen que las estrategias de conservacion deben ser definidas
en funcion de los requerimientos particulares de las especies amenazadas y no se deberia

tratar a todas las especies por igual.

La biogeografia ha puesto en evidencia el aislamiento de las islas frente a otras masas
terrestres, los datos de poblacién de islas han contribuido en gran medida a la compresion de

gue la mayor parte de la especiacién es alopatrica (Simberloff, 2003).

Bioinformética

Segun el National Human Genome Research Institute, la bioinformatica es una
subdisciplina de la biologia y la informatica que se ocupa de la adquisicion, el almacenamiento,
el andlisis y la difusién de datos biolégicos. En otras palabras, es la aplicacion de herramientas
de computacion y andlisis a la recopilacion e interpretacion de datos biolégicos (Bayat, 2002).
La bioinformatica es un campo de investigacion interdisciplinario, cuyo eje central es la biologia
molecular moderna, donde se desarrollan y utilizan métodos computacionales para transformar
datos biolégicos en conocimiento y traducirlos para usarlos en areas muy variadas como la
biomedicina o la conservacion de especies en peligro de extincion (Larrafiaga et al., 2006), por

citar dos ejemplos.

Las bases de la bioinformatica se establecieron a principios de la década de 1960 con la
aplicacién de métodos computacionales al andlisis de secuencias de proteinas. Luego, el

andlisis de ADN también surgio producto a avances paralelos en métodos de biologia
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molecular (que permitieron una manipulacién mas facil del ADN), asi como su secuenciacion, y
la informatica (que vio el surgimiento de computadoras cada vez mas pequefias y potentes) con
software que permiten un manejo de datos y tareas bioinforméticas de manera mas adecuada y

Optima (Gauthier et al., 2019).

Gendmica en plantas y conservacion

Segun el National Human Genome Research Institute, la gendmica se puede entender
como el estudio de todos los genes y demas elementos que conforman la totalidad del ADN de
un organismo (el genoma), incluyendo las interacciones de los genes entre si y con el entorno,
utilizando herramientas computacionales (bioinformatica). Durante los ultimos 10 afios, la
gendmica ha transformado la biologia al permitir la secuenciacion y el ensamblaje de genomas
completos, la identificacion de genes asociados con la adaptacién y la especiacion, y el
descubrimiento de nodos filogenéticos no resueltos durante mucho tiempo en el arbol de la
vida. Ademas, la genémica puede revelar el potencial genético y metabdlico de los organismos
en comunidad y establecer como se dividen en y entre poblaciones, asi como, evidenciar c6mo
se crea y se mantiene la diversidad genética, identificando los principales impulsores de la

evolucién y la especiacion del genoma (Allen & Banfield, 2005).

Por lo tanto, la secuenciacién del genoma completo permite representar todo el cédigo
genético de un organismo y otorgar informacién sobre la estructura de los genes, la
organizacion genémica y la evolucion (Rounsley et al., 1998). La investigacion genémica ha
revelado una alta frecuencia de mezcla en los sistemas naturales (De Manuel et al., 2016), a la
par de inferir sobre la ascendencia de regiones especificas del genoma y estimar el momento

de los eventos de mezcla (Schaefer et al., 2017).

Segun Supple & Shapiro (2018), comprender las historias de mezcla de las poblaciones

naturales es importante para delinear las unidades para la conservacion, ya que la mezcla
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erosiona la distincién genética en la que se basan estas unidades. Debido a ello, la mezcla
interespecifica se ha visto en la conservacion como una amenaza para la integridad, sobre

todo, de las especies en peligro de extincién (Jackiw et al., 2015).

En la actualidad, se puede emplear el poder de herramientas genémicas para responder
preguntas en conservacion que no podrian responderse utilizando enfoques genéticos
tradicionales (Allendorf et al., 2010). Por lo tanto, Benestan et al. (2016), establece que es
esencial que los investigadores se mantengan al dia con los métodos que cambian
rapidamente en el disefio de estudios apropiados, la evaluacién de la calidad de los datos y la
seleccion de andlisis pertinentes para obtener resultados precisos para las decisiones de
conservacion y manejo. En sintesis, la gendmica se refiere al andlisis de datos genéticos

utilizando herramientas computacionales (bioinformatica).

Filogenia

Los arboles filogenéticos se utilizan cada vez mas en varios estudios biolégicos para
visualizar datos asociados en un contexto evolutivo (Yu et al., 2018). Es asi que, la variacion en
el ADN se ha posicionado como la base para la reconstruccion filogenética, ya que se
argumenta que los datos moleculares son preferibles a los datos morfoldgicos para la inferencia
filogenética, debido a la relativa facil disponibilidad de un gran nimero de caracteres
moleculares independientes, los niveles generalmente bajos de variacion molecular no
heredable y la aparente neutralidad selectiva de muchos caracteres moleculares (Rieseberg &

Soltis, 1991).

Sin embargo, los rasgos morfolégicos, aun desempefian un papel importante a la hora
de construir arboles filogenéticos, pues se mantiene como una poderosa fuente independiente
de evidencia para probar clados moleculares, y a través de fenotipos fésiles, el medio principal

para establecer filogenias de escala temporal (Lee & Palci, 2015), lo cual, permite comprender
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la forma y funcidn, la ecologia y evolucion, y demés aspectos que otorgan una comprension
integral de la evolucion mediante la integracion de informacién tanto genética como fenotipica,

y taxones fésiles y vivos (Giribet, 2015; Lee & Palci, 2015).

Por otro lado, segun Scotland et al. (2003), los estudios anatémicos rigurosos y
criticos de menos caracteres morfolégicos en el contexto de una filogenia molecular es la forma
en la que deberian desarrollarse los estudios integrados; los cuales pueden ser corroborados
mediante métodos comparativos filogenéticos, ya que se utilizan para controlar la falta de
independencia estadistica entre especies. Sin embargo, se debe tomar muy en cuenta el
modelo de evolucion a emplear, debido a que, si se aplica un modelo erréneo de evolucién a
los datos comparativos, los resultados de los analisis filogenéticos pueden ser engafiosos

(Freckleton et al., 2015).

Se sugiere usar datos genémicos completos para aumentar la resolucion filogenética de
los taxones de estudio (Dong et al., 2018); aunque se debe mencionar que construir una
historia evolutiva integral para grandes grupos taxonémicos, a pesar de los métodos
gendmicos, representa un desafio a considerar (Debray et al., 2021) debido al flujo de genes
interespecificos de linajes incompletos y la persistencia de polimorfismos antiguos producto de
multiples eventos de especiacion (Wang et al., 2020). Por ello, el nUmero de genes utilizados
para una precisa reconstruccion de la filogenia de un organismo, se considera un factor mas

importante que el nimero de taxones (Arbizu et al., 2014; Rokas & Carroll, 2005).

La inferencia filogenética y la delimitacién de especies son de fundamental importancia
para la conservacion de la biodiversidad, ya que la gestion de la conservacion se basa en la
clasificacion de la diversidad en unidades de especies, para asignar estrategias al nivel

apropiado de integridad biolégica (Hosegood et al., 2020).



29

Filogenémica

El estudio de la biologia del genoma con enfoque hacia los aspectos funcionales y
evolutivos de un organismo mediante el analisis filogenético del genoma completo se conoce
como filogenémica (Dagan, 2011). En otras palabras, es el uso de datos gendmicos para inferir
relaciones evolutivas, mediante la extension de los métodos filogenéticos estandar (los cuales
se centran en la manipulacion de conjuntos de datos de un solo gen), extrapolando a la

totalidad de los genes de un organismo (Philippe et al., 2011).

La construccion de filogenias de genes de muchos genomas permite la reconstruccion
mas precisa de los eventos evolutivos en una especie (Dagan & Martin, 2007). Para ello, es
necesario explorar a fondo los conjuntos de datos utilizando técnicas de alineacion mdltiple,
métodos de inferencia filogenética y estrategias de andlisis de conflictos (Hodel et al., 2021), ya
gue, aun cuando la filogenémica se presenta como un campo nuevo con muchas aplicaciones
inexploradas, al mismo tiempo se pueden encontrar limitaciones potenciales (Arbizu et al.,
2014). Segun Philippe et al. (2011), cuando la sefial filogenética genuina es abundante, la
filogendmica es relativamente robusta frente a la eventual inclusién de secuencias no ortologas,
estableciendo como factores de discordancia a la recombinacién, hibridacion e introgresion, y la

seleccion de linajes incompleta (Arbizu et al., 2014).

La filogenémica enfocada en los genomas de los cloroplastos permite dar soluciones
para la reconstruccion filogenética de algunos grupos de plantas taxonomicamente dificiles
(Zhang & Li, 2010), en los cuales muchas generaciones de retrocruzamiento dificultan la
deteccidn de eventos de hibridacion antiguos que son determinantes para reconstruir la historia

evolutiva de una especie o incluso un género entero de plantas (Hibbins & Hahn, 2022).
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Genoma del cloroplasto

Los cloroplastos son organelos fotosintéticos multifuncionales esenciales en las células
vegetales y con material genético independiente (Wang et al., 2021). El genoma del cloroplasto
es en general, herencia maternal (Xiong et al., 2009), y esta tipicamente conformado por una
doble cadena de ADN circular de 120 a 220 kb (Rogalski et al., 2015). Este genoma tiene una
mayor conservacion en términos de estructura, nUmero de genes y composicion genética,

respecto al genoma mitocondrial o nuclear (Wang et al., 2021).

El genoma del cloroplasto posee una tasa de evolucion relativamente moderada,
producto de la falta de recombinacién, el pequefio tamafio de su genomay el alto nUmero de

copias por célula (Dong et al., 2012).

Debido a la alta conservaciéon del genoma del cloroplasto, frente al genoma nuclear o
mitocondrial, secuencias parciales de este genoma han sido usadas con frecuencia para
estudios filogenéticos e identificacion de especies (Rgnsted et al., 2005). Sin embargo, cuando
se utilizan secuencias parciales, la informacion es insuficiente para proveer una alta resolucion
gue permita diferenciar taxones cercanamente relacionados, o mas alla del nivel de especie
con relaciones taxondmicas poco claras (Bi et al., 2018).

Hibridacion

Segun Jgrgensen & Mauricio (2005), la hibridacién se reconoce cada vez mas como
una fuerza creativa significativa en la evolucion; la cual se define como el entrecruzamiento de
individuos de poblaciones genéticamente distintas, que puede ocurrir de manera natural o por
actividades antropogénicas (Allendorf et al., 2001). Los especimenes hibridos, a menudo, son
dificilmente distinguibles por su morfologia y pueden ser complicados de distinguir mediante

técnicas genéticas (Jackiw et al., 2015).
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Los resultados genéticos producto de eventos de hibridacion son los siguientes: un
hibrido de primera generacion (F1) es el resultado del cruce entre dos especies parentales
puras; un hibrido de segunda generacion (F2) es el resultado del cruce de dos hibridos F1;y
asi sucesivamente. Por otro lado, un retrocruzamiento es el resultado del cruce de un hibrido

F1 con una de las especies parentales puras (Jackiw et al., 2015).

La hibridacion natural se puede identificar de diferentes formas: taxén hibrido natural,
introgresion y zona hibrida natural; y en los tres casos conforman el legado de evolucién del
taxén (Allendorf et al., 2001). Por lo tanto, se puede inferir que cuando la hibridacion ocurre de

manera natural puede dar paso a la especiacion (Allendorf et al., 2010).

Ensamblaje de genomas

Novoplasty y el ensamblaje de genomas de cloroplastos

NOVOplasty es un ensamblador de novo basado en la incorporacion inicial de una
semilla, la cual puede ser una secuencia de lectura, un gen conservado o incluso un genoma
completo de un organelo de una especie distante (Dierckxsens et al., 2017, 2020). Esta
secuencia semilla es la que permite recuperar una secuencia de lectura del genoma objetivo de
datos NGS, mas no es la que inicia el ensamblaje lo cual evita que se sufran desajustes aun
cuando se implemente entradas de semilla variadas. El proceso inicia al almacenar las
secuencias de interés en una tabla hash; luego, la semilla inicia el ensamblaje de manera
iterativa en ambas direcciones de las secuencias de la tabla. Las lecturas superpuestas que se
identifican en la tabla hash se almacenan por separado y se verifica la correcta disposicion de
las lecturas emparejadas, las cuales, si son similares, van a agruparse para que cada extension
de base se resuelva por consenso entre las lecturas superpuestas. Esto determinard la

existencia de un contig; sin embargo, si durante el ensamblaje se obtiene mas de una
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extension de consenso, el ensamblaje se divide y se crean nuevos contigs (Dierckxsens et al.,

2017, 2020).

Dierckxsens et al. (2017) sugiere utilizar regiones cortas especificas del genoma de
cloroplasto como semilla para el ensamblaje de genomas de cloroplasto con NOVOplasty,
debido a la transferencia intergendmica entre los genomas de cloroplasto y mitocondrial (Havey
et al., 1998), al ser comunes las secuencias derivadas de cloroplastos en los genomas
mitocondriales de plantas (Alverson et al., 2010); de lo contrario se pueden dar inicio al

ensamblaje del genoma mitocondrial.

Alineamiento de secuencias genémicas

Para trazar la historia evolutiva de un taxén, las alineaciones de secuencias del genoma
del cloroplasto son un recurso fundamental al permitir encontrar elementos funcionales tales
como: secuencias de codificacion de proteinas, estructuras de ARN, sitios objetivo de miARN,

entre otros (Frith et al., 2010; Janecka et al., 2007).

MAFFT y alineamiento de genomas

MAFFT es un programa de alineamiento de secuencias multiples (MSA, por sus siglas
en inglés) que puede operar secuencias de nucledtidos o aminoacidos (Katoh et al., 2002),
asumiendo que estas son homologas, es decir, comparten una secuencia ancestral comun
(Katoh & Standley, 2014). En el caso de alineaciones gendmicas, las herramientas de
alineacion detectan piezas homoélogas cuyos nucle6tidos son alineados (en lugar de realizar
una lineacién global de toda la entrada), y aceptados como maximo en una alineacion, lo cual

permite un mapeo uno a uno entre las bases del escrutinio (Katoh et al., 2009).
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Capitulo Ill: Materiales y métodos

Secuencias de Scalesia

Se tomaron 328 muestras de tejido de hoja de Scalesia de varias poblaciones de las 15
especies que abarcan todo el archipiélago durante campafias de campo dirigidas por la
Universidad de Copenhague (UCPH) durante 1998-2004 (Figura 1). En el marco del proyecto
cientifico PC-001/98 PNG del Instituto Ecuatoriano Forestal, Areas Naturales y Vida Silvestre,
las muestras de tejido fresco se secaron en gel de silice y se almacenaron a temperatura
ambiente para su uso posterior. Las especies y poblaciones muestreadas fueron identificadas
en el campo por botanicos expertos y, en muchos casos, se recopilaron y archivaron en el
Herbario de la Universidad de Copenhague. En virtud del permiso otorgado por el Contrato
Marco de Acceso a Recursos Genéticos del Proyecto de Investigacion Cientifica Denominado
“‘DarwinPlants” (MAAE-DBI-CM-2021-0213)., suscrito entre el Ministerio de Medio Ambiente,
Agua y Transicion Ecoldgica, a través de la Subsecretaria de Patrimonio Natural; y la
Fundacién Charles Darwin. EI ADN se extrajo con un kit Qiagen DNeasy Plant 96, y el ADN se
proporciond a Novogene UK para la creacion y secuenciacion de bibliotecas de Illumina en un
instrumento lllumina NovaSeq. Los datos de secuenciacion sin procesar se recortaron y
procesaron utilizando herramientas de software de limpieza de datos como AdapterRemoval y
Trimmomatic. Se obtuvo una cobertura de 6X y un promedio de 21 GB de datos (lectura) por
individuo utilizando una libreria paired end. Se accedi6 a las secuencias gendmicas para el
ensamblaje de novo a través de una conexion remota desde el Museo Universitario de la
Universidad Noruega de Ciencia y Tecnologia (Erling Skakkes gate 47B, 7012 Trondheim,

Noruega) a la infraestructura de supercomputaciéon de Saga.
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Figura 1

Mapa de distribucion geografica de las poblaciones de Scalesia colectadas por cientificos de la

Universidad de Copenhague. Elaborado por: Cardenas, David (2022)
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Ensamblaje de genomas
Ensamblaje de novo utilizando Novoplasty

Se ensamblaron de novo 328 genomas de las 15 especies de Scalesia endémicas de
las islas Galapagos mediante el programa Novoplasty v4.2 utilizando un genoma de cloroplasto
de S. gordilloi y S. incisa como semilla. Se establecié un rango para el genoma entre 120.000 y
180.000 pares de bases, con una cadena de 33 nucle6tidos para la estimacion precisa de la
superposicion entre lecturas de la semilla (k-mer=33) (Plaza Onate et al., 2015; Roy et al.,

2014), y un maximo de 200 GB de memoria por CPU utilizando la particién bigmen
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(Dierckxsens et al., 2017). Los datos de entrada fueron en formato FASTQ y los de salida en

FASTA.

Se utiliz6 como grupo externo los genomas de cloroplasto de las siguientes especies:
Syncretocarpus sericeus, Pappobolus ecuadoriensis, Pappobolus juncosae, Pappobolus
nigrescens, Pappobolus hypargyreus (dos genomas), y Pappobolus lehmanii, dando un total de
335 secuencias gendmicas ensambladas, para asegurar la monofilia del grupo interno y

generar una topologia estable (Nixon & Carpenter, 1993; Wilberg, 2015).

Alineamiento de genomas

Se condujo un alineamiento de 335 secuencias genémicas de 133.581 sitios de
nucledtidos utilizando el programa MAFFT v7.490 (Katoh et al., 2002; Katoh & Standley, 2014),
se asignd 10 Gb de memoria por CPU y se trabaj6 con 20 ordenadores por un lapso de dos
dias. Los resultados del alineamiento se visualizaron con el programa AliView v1.28 (Larsson,
2014). Ademas, se programo en el terminal de Linux utilizando GNU nano 2.3.2, un script para
renombrar todas las muestras que hasta el momento habian permanecido con una codificacion

gue no permitia conocer a qué especie y poblacion de Scalesia pertenecian.

Andlisis filogenético
Arbol filogenético

El modelo de mejor ajuste de la sustitucion de nucleétidos (es decir, K3Pu+F+R7) se
determind utilizando el criterio de informacion de Akaike en el programa ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017) implementado en IQ-TREE v2.1.3 (Minh et al., 2020). Luego se
dedujeron las relaciones filogenéticas usando el método de méxima verosimilitud (Felsenstein,
1981) disponible en IQ-TREE v2.1.3 (Minh et al., 2020), y 1000 réplicas de bootstrap

ultrarrédpido (UFBoot) con cinco ordenadores procesando los datos para evaluar los valores de
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soporte de nodos (Hoang et al., 2018). La representacion grafica y la manipulacion de los

clados se efectud en el programa FigTree v.1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Red de haplotipos

La red de haplotipos se la construyd con cada uno de los 328 especimenes usando el
programa TCS (Clement et al., 2000), con una conexion limite del 95%, sin considerar los gaps
del alineamiento en formato NEXUS y eliminando el grupo externo. La representacion grafica

se realiz en tcsBU (dos Santos et al., 2016).

Distancias genéticas

Las estimaciones de la divergencia evolutiva de las 335 secuencias genémicas se
calcularon ingresando el alineamiento en formato FASTA, en el programa MEGA11 v11.0.11
(Tamura et al., 2004), utilizando el modelo de Maxima Verosimilitud Compuesta (Tamura et al.,

2021). La matriz de distancias genéticas se exporto como archivo Excel para un mejor analisis.

Andlisis de los eventos de hibridacién dentro del género Scalesia

Se realiz6 la comparacion entre la filogenia del genoma nuclear obtenida por
Fernandez-Mazuecos et al. (2020) y la filogenia del genoma del cloroplasto del género Scalesia
obtenida en el presente estudio. Se considerd la distribucién de las especies a lo largo de
ambas topologias y las discordancias fueron catalogadas como posibles eventos de hibridacion
bajo el criterio de Rieseberg & Brouillet (1994) que establecen que las especies hibridas
pueden mostrar un comportamiento polifilético. Es decir, las especies que evidenciaron
comportamiento polifilético y que se agruparon en clados con individuos de mas de una especie
y no siguieron la distribucion de la filogenia del genoma nuclear, fueron resaltados como

posibles individuos con un genoma del cloroplasto hibrido.


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Capitulo IV: Resultados

Ensamblajes gendmicos de novo

La caracteristica general de las 335 secuencias gendémicas ensambladas considerando
grupos interno y externo fue que cada secuencia pudo expresarse en un solo contig (Tabla 4,
en anexos). El promedio de pares de bases (bp) por genoma de Scalesia fue de

aproximadamente 130.891 pb con una deviacién estandar de 7.236 pb (Figura 2).

Figura 2

Representacion grafica del nUmero de pares de bases de las 335 secuencias genémicas

ensambladas
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Nota. La linea punteada representa el promedio de pares de base de todas las muestras del

estudio.

Alineamiento de genomas
Las 335 secuencias gendémicas del cloroplasto ensambladas de novo se alinearon para
diagramar la filogenia del género Scalesia (Figura 3). Las muestras AHA 7_1y AHA 7_2 fueron

removidas del alineamiento debido a que mediante una busqueda en BLAST (Basic Logal
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Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotecnologhy Information), se comprobé
gue estas especies no pertenecian al género Scalesia o a sus antepasados del género

Pappobolus.

Figura 3

Visualizacién con AliView v1.28 del alineamiento de las 335 secuencias gendémicas de

cloroplasto obtenidas con el programa MAFFT v7.490

0 AliView - chloroplast_rename fai - X
File Edit Selection View Align Tools External Help

=

35680 35690 35700 35710 35720 35730 35740 35750 35760 35770 35780 35790 35800 35810 35820 35830 35840 35850 35860

Selectad: S_bauri_hopkinskil_Pinta_SLAM20_16 Pos: 23382 | Pos(ungaped): 0 Selectedseqs: 1 | Col: 1 Totalselectedchars: 1 | Alignment: 335 sequences 133581 pos.

Filogenia del genoma del cloroplasto del género Scalesia

El &rbol filogenético diagramado a partir de los genomas del cloroplasto de 328
especimenes de Scalesia, fue clasificado en nueve clados para un mejor andlisis de la
distribucion de los individuos en la topologia (Figura 4). Se pudo evidenciar que S. villosay S.
affinis fueron las Unicas especies que conformaron clados independientes. Sin embargo, S.
affinis también se agrup6 dos clados adicionales, evidenciando un comportamiento polifilético.

Este hecho fue recurrente a lo largo de la topologia y también se evidencié entre poblaciones
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especificas. En ciertos casos, como en el de la poblacion HALM12 de S. divisa, algunos

individuos se distribuyeron en mas de un clado (Tabla 2).

Figura 4

Arbol filogenético del género Scalesia separado en nueve clados principales (de arriba hacia
abajo), con el grupo externo iniciando el &rbol (sin color), y con valores de Bootstrap superiores
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40

Distribucion de las especies del género Scalesia de acuerdo a los clados del arbol filogenético

Clado Especie Localidad N° especimenes Poblacién
1 S. villosa Champion 9 HAMP24
1 S. villosa Floreana 9 HAMP28
2 S. affinis Santa Cruz 4 HAMP10, HAMP4
2 S. affinis Floreana 8 HAMP 29
2 S. cfr retroflexa Santa Cruz 1 HALM41
2 S. crockeri aspera Santa Cruz 14 HALMS8, HAMP7
2 S. retroflexa Santa Cruz 2 LAM26
3 S. affinis Isabela Sur 9 HALM48
4 S. cordata Isabela Sur 20 HALM53, HALM44
4 S. divisa San Cristobal 5 HALM12
4 S. incida divisa San Cristobal 9 HALM23
4 S. incisa San Cristébal 18 HAMP40, HALM20
4 S. microcephala Isabela 9 HALM51
5 S. affinis Floreana 1 HAMP29
5 S. affinis Santa Cruz 1 HAMP10
5 S. cfr retroflexa Santa Cruz 8 HALM41
5 S. crockeri aspera Santa Cruz 4 HALMS8
5 S. divisa San Cristobal 10 HALM19
5 S. gordilloi San Cristobal 10 HAMP38
5 S. helleri Santa Cruz 10 HALM62
5 S. helleri Santa Fe 10 HALMG65
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Clado Especie Localidad N° especimenes Poblacion
5 S. retroflexa Santa Cruz 10 HALM26
6 S. pedunculata Santiago 10 HALM32
6 S. stewartii Bartolome 8 HALM35
6 S. stewartii Santiago 10 HALM36
7 S. aspera Edén 10 HALM37
7 S. aspera Santa Cruz 10 HALM64
7 S. baurii subsp. baurii Pinzén 10 AHAG
7 S. crockeri Santa Cruz 1 HALM39
8 S. crockeri Santa Cruz 16 HALM39, HAMP5
8 S. crockeri aspera Santa Cruz 2 HALMS8
8 S. pedunculata Santa Cruz 9 HALM25
8 S. retroflexa Santa Cruz 8 LAM26
9 S. baurii subsp. hopkinsii  Pinta 20 SLAM27, SLAM20
9 S. crockeri Santa Cruz 1 HALM39
9 S. divisa San Cristébal 14 HALM11, HALM12
9 S. pedunculata Santa Cruz 1 HALM25
9 S. pedunculata San Cristébal 7 HAMP36
9 S. pedunculata Floreana 10 HAMP30

Para una mejor interpretacion de la distribucién de las poblaciones de Scalesia en la

filogenia del genoma del cloroplasto, se realiz6 el analisis de cada uno de los clados de forma

independiente. Es asi que, el primer clado se conformé por individuos pertenecientes a la

especie de S. villosa y se diferencio del resto con un valor de soporte del nodo de 100%

Bootstrap (Figura 5). Sin embargo, se evidencié una divergencia genética entre la poblacion del
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islote Champion aledafio a Floreana, frente a la poblacion propia de la isla, lo cual sugiere que
se dieron una serie de polimorfismos durante el establecimiento de S. villosa en el islote
Champion, hasta llegar a ser lo suficiente diferenciables como para ser agrupados en el

subclado que se puede interpretar como el mas actual en términos evolutivos.

El andlisis de las distancias genéticas intraespecificas entre los individuos HAMP 28_52
y HAMP 28 56 que conformaron el primer subclado es de 0,00%, entendiéndose que se trata
de individuos genéticamente idénticos en el genoma del cloroplasto. Al comparar la distancia
genética del individuo HAMP 28 52 con el resto, se observé que los individuos de Floreana
poseen una distancia genética menor a la de los individuos de Champion. Los individuos de
Champion distan de HAMP 28 52 en valores muy similares (~0,0000604%), y la distancia entre
todos los que conforman el subclado del islote es de 0,00% por lo cual, se los puede definir
como individuos idénticos genéticamente. Cabe recalcar que, en general, las distancias

genéticas son muy pequefias entre si.
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Figura 5

Primer clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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Luego, el segundo clado surgié como un subclado del arbol filogenético general con un
valor de soporte de 96% Bootstrap (Figura 6). El valor de soporte del nodo con individuos de S.
affinis, S. crockeri aspera (posible hibrido entre S. crockeriy S. aspera de acuerdo a los
botanicos de la UCPH), S. cfr retroflexa (cfr se refiere a que la muestra se identific6 como S.
retroflexa en el campo, pero no se pudo comprobar con base a morfologia), y S. retroflexa de

las localidades de Santa Cruz y Floreana tiene Bootstrap de 100%. Se pudo evidenciar que el
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clado empieza diferenciandose entre el individuo HAMP 10_45 (S. affinis, Santa Cruz), del
resto (28 individuos), con un valor de soporte Bootstrap de 100%. Luego, se conformé un
subclado (A) que incluy6 dos agrupamientos, uno compuesto por S. crockeri aspera y S. affinis
de Santa Cruz y otro de S. affinis de Floreana. La diferenciacién de estos dos grupos dentro del
subclado tuvo un valor de soporte Bootstrap de 98%. Sin embargo, las distancias genéticas del
subclado frente al individuo de referencia HAMP 10_45 no se mostraron muy pronunciadas al
comparar los especimenes pertenecientes a Santa Cruz, con los pertenecientes a Floreana,
pese a que se tratd de especies de localidades diferentes o de especies diferentes (para el
caso de HALM 8_9). Unicamente el individuo HAMP 29 50 present6 una distancia genética

mas pronunciada (~0,0001964958%), de los seleccionados al azar para un mejor analisis.

En el subclado B se observé que el individuo HAMP 10_46 (S. affinis, Santa Cruz), se
muestra como el individuo origen, del cual se diferenciaron el resto de especimenes. Ademas,
se tuvo a HALM 41 4 (S. cfr retroflexa, Santa Cruz) y LAM 26_24 (S. retroflexa, Santa Cruz)
como dos especimenes intermedios previo a la diferenciacion del subclado compuesto por S.
crockeri aspera de Santa Cruz, el cual comparte posicion con el subclado conformado por el
individuo HAMP 10_47 (S. affinis, Santa Cruz) y el individuo LAM 26_26 (S. retroflexa, Santa
Cruz). Se evidencié que los individuos de S. affinis de Santa Cruz, tuvieron un comportamiento

polifilético, al aparecer en tres puntos diferentes del segundo clado.
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Segundo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4. Se encuentra

dividido en subclado A y subclado B
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El tercer clado, al igual que el primero, se agrup6 en su totalidad por Gnicamente una

sola especie, en este caso, S. affinis del sur la isla Isabela (Figura 7). El valor de soporte del

nodo que inicia el clado es del 100% Bootstrap. Los individuos se dispusieron en forma de

racimo (dentro del clado), lo cual sugiere que se presentaron polimorfismos dentro de su

estructura genética (ADN de cloroplasto). La distancia genética entre los individuos HALM
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48 15y HALM 48_21 fue de 0,00%; siendo este valor el mismo para los individuos HALM
48 14y HALM 48 _2, lo cual sugiere que son individuos con un genoma del cloroplasto casi

idéntico.

Figura 7

Tercer clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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El cuarto clado tuvo un valor de soporte de 100% Bootstrap y se lo dividié en Ay B para

un mejor andlisis (Figura 8). El clado A contiene a las especies S. cordata y S. microcephala de
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la isla Isabela (Figura 9), mientras que el B contiene a las especies S. divisa, S. incisay a los

especimenes hibridos S. incisa divisa de la isla San Cristobal (Figura 10).
Figura 8

Cuarto clado del arbol filogenético presentado en la Figura 4. Se encuentra dividido en dos

subclados, Ay B, para un mejor analisis
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La primera diferenciacion dentro del subclado A present6 un valor de soporte de 99%

Bootstrap, obteniendo dos ramas principales del arbol filogenético (Figura 9). La primera rama
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del &rbol se subdividi6 en tres clados en los cuales se agruparon S. cordata, S. microcephala y

S. cordata nuevamente (en ese orden). Luego, en la segunda rama del arbol se evidenciaron

cuatro eventos de diferenciacion con un valor de soporte del 95% Bootstrap de cuatro

individuos de S. cordata, que dieron paso a una nueva ramificacion importante (96% Bootstrap)

con dos nuevos clados: 1) S. microcephala del volcan Darwin (98% Bootstrap), y 2) S. cordata

del sur de Isabela (100% Bootstrap). Por lo cual se aprecié que tanto S. cordata como S.

microcephala se comportaron como especies polifiléticas dentro del subclado A.

Figura 9

Andlisis del subclado A, del cuarto clado del arbol filogenético
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El segundo subclado se conformé por S. divisa, S. incisa y S. incisa divisa de la isla San
Cristébal (Figura 10). La primera diferenciaciéon se dio entre el individuo HALM 12_3 (S. divisa,
San Cristébal) con un valor de soporte Bootstrap de 99% y los otros 32 especimenes que

conformaron el subclado, obteniendo de este modo dos ramas en el arbol filogenético.

En el cuarto clado se aprecio que el primer subclado estuvo conformado por individuos
de laisla Isabela y el segundo subclado fue integrado por individuos de San Cristobal. En
ambos casos los especimenes presentaron comportamiento de especies polifiléticas, al
encontrarse distribuidos en mas de una rama del arbol filogenético. De igual manera con S.

divisa del segundo subclado, ya que aparecié en mas de una ubicacion a lo largo del clado.

Figura 10

Andlisis del subclado B, del cuarto clado del arbol filogenético
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El quinto clado, alberg6 64 especimenes de S. affinis, S. helleri, S. retroflexa, S. crf
retroflexa, S. divisa, S. crockeri aspera, y S. gordilloi de las islas Floreana, Santa Cruz, Santa
Fe, y San Cristébal (Figura 11). Para un mejor analisis, se dividio el clado en tres secciones (A,
By C). Es asi que, los clados B y C se diferenciaron al cabo de nueve nodos de la seccion A,

todos con un valor de soporte de 95% Bootstrap, exceptuando el primero de 100%.

Figura 11

Quinto clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4. Se encuentra dividido

en tres secciones: A, B, y C, para un mejor andlisis. Las secciones By C, representan a dos
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La seccién A del quinto clado evidencié un comportamiento polifilético, ya que las
especies que lo integraron, es decir, S. divisa y S. cfr retroflexa (Figura 12). Estas dos especies

se repitieron de manera alternada en los clados By C.

Figura 12

Andlisis de la seccién A del quinto clado del &rbol filogenético
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En la seccion B del quinto clado del &rbol filogenético se observaron tres subclados bien
definidos, es decir, integrados por individuos de una misma especie, que inicia su
diferenciacién con un valor de soporte de 95% Bootstrap (Figura 13). Se obtuvieron dos ramas
iniciales. De la primera rama se obtuvo el primer subclado conformado por individuos de S.

divisa de la isla San Cristébal. Luego, en la segunda rama se dio un nuevo evento de



diferenciacién con un valor de soporte de 95% Bootstrap, del cual se originaron los dos

subclados restantes. Estos se conformaron por individuos de S. cfr retroflexa de la isla Santa

Cruz y S. helleri de la isla Santa Fe, con un valor de soporte de 100% y 99% Bootstrap,

respectivamente.

Se aprecio que S. divisa y S. cfr retroflexa estuvieron presentes tanto en la seccién A,

como en la B, del quinto clado del arbol filogenético, por lo cual se pudo evidenciar un

comportamiento polifilético.

Figura 13

Andlisis de la seccion B del quinto clado del arbol filogenético
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La seccién C del quinto clado se constituyé como subclado con un valor de soporte de
95% Bootstrap, en el cual se encontraron la mayor cantidad de individuos (36) (Figura 14). Se
evidenciaron especimenes de S. crockeri aspera, S. affinis, S. helleri, S. retroflexa, y S gordilloi.
El clado inicié con una diferenciacién que separé al individuo HALM 8 3 (S. crockeri aspera,
Santa Cruz), del resto de grupo. Luego se dieron dos eventos consecutivos con un valor de
soporte de 95% Bootstrap, cada uno, que coloco tanto a HAMP 29 _27 (S. affinis, Floreana) y a
HAMP 10 44 (S. affinis, Santa Cruz), en dos nuevas ramas. Luego, de la rama homéloga de
HAMP 10_44 se obtuvieron en dos nuevos nodos a dos individuos de S. crockeri aspera, de
manera independiente. Del segundo nodo, se obtuvo dos nuevas ramas con valor de soporte
de 95% Bootstrap. La primera agrup6 en un gran clado a los individuos de S. helleri de la isla

Santa Cruz, mientras que la segunda se continu6 subdividiendo.

Las subdivisiones de la dltima rama de la seccion C, empezaron con S. crockeri aspera,
nuevamente, seguidas por dos subdivisiones de S. retroflexa con 95% y 100% de valor de
soporte Bootstrap, para conformar dos nuevas ramas del arbol (95% Bootstrap). La primera
rama agrupo a siete individuos de S. retroflexa de Santa Cruz, mientras que la segunda se
subdividié en un individuo de S. retroflexa de Santa Cruz (HALM 26_16, 95% Bootstrap) y un
gran subclado conformado Unicamente por individuos de S. gordilloi con un valor de soporte de

100%.

Cabe mencionar que, S. gordilloi fue la Ultima especie en diferenciarse o especiarse
dentro del quinto clado, partiendo de S. retroflexa de Santa Cruz. Todas las especies del clado
tuvieron como ancestro comun S. divisa de San Cristébal y S. cfr retroflexa de Santa Cruz, por

lo cual se evidencié un flujo de genes entre islas para los procesos de especiacion.
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Figura 14

Andlisis de la seccién C del quinto clado del arbol filogenético

100

% a2B882Ssericeus
+100

96 100

+ 100 « S_divisa_Scristobal_HALM19_27
+ 95 « S_divisa_Scristobal_HALM19_22
1bo + 95 + S_divisa_Scristobal_HALM19_25
- 95 - 98
+ 95 = S_divisa_Scristobal_HALM19_20
+ 95 + S_cfr_retroflexa_Scruz_HALM41_14
+ 95 « S_cfr_retroflexa_Scruz_HALM41_25
+ 95 = S_divisa_Scristobal_HALM19_5
. 95 95
+ 95 + S_crockeri_aspera_Scruz_HALM8_3
87 . 95 « S_affinis_Floreana_HAMP29_27
+ S_affinis_Scruz_HAMP10_44
« S_crockeri_aspera_Scruz_HALMS_17
+ 95 « S_crockeri_aspera_Scruz_HALMS_15
S_helleri_Scruz_HALM62_10
+ 95 S”helleri_Scruz_HALM62_12
S_helleri_Scruz_HALM62_5
S_helleri_Scruz_HALM62_11

S_helleri_Scruz_HALM62_3

S_helleri_Scruz_HALM62_15

S_helleri_Scruz_HALM62_7
S_helleri_Scruz_HALM62_6
+ 95 S_helleri_Scruz_HALM62_1

.

w0

w
1

« 100

S_retroflexa_Scruz_HALM26_19

- 100 retroflexa_Scruz_ HALM26
S_retroflexa_Scruz_HALM26_18
S_retroflexa_Scruz_HALM26_22

—Scruz_HALM26

— 100 S_helleri_Scruz_HALM62_14
S_crockeri_aspera_Scruz_HALMB_18
195 S_retroflexa_Scruz_HALM26 20
S_retroflexa_Scruz_HALM26
+95 . S_retroflexa_Scruz_HALM26_21
S_retroflexa_Scruz_HALMZ26_15
S_retroflexa_Scruz_HALM26_16
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_7
+ 95 S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_11
+100 S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_22
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_8
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_17
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_15

C| S _Scruz_|
_ | 26
. 95 S_retroflexa | 24
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_16
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_9
S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_20
- S_gordilloi_Scristobal_HAMP38_18

- 100
1 "%
g-4100

40

El sexto clado presentd un valor de soporte del nodo de 100% Bootstrap (Figura 15). Se
conformé por S. stewartii de las islas Santiago y Bartolomé, y S. pedunculata de la isla

Santiago. Al analizar la filogenia del sexto clado se observo que el primer nodo separ6 a parte



de los individuos de S. stewartii de Santiago de los demas individuos de S. stewartii de

Santiago y Bartolomé, por lo cual se evidencié un comportamiento polifilético.

Figura 15

Sexto clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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En el séptimo clado se agruparon tres especies del género Scalesia (S. baurii, S.

crockeri, y S. aspera), de las localidades Pinz6, Edén, y Santa Cruz, con un valor de soporte de
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100% Bootstrap (Figura 16). Se obtuvieron tres subclados importantes de individuos que

sugieren que S. aspera podria haber evolucionado en especie a partir de S. baurii de Pinzén.

El subclado A corrspondié a S. baurii subsp. baurii de la isla Pinzén con un valor de
soporte de 100% Bootstrap. Al analizar las distancias genéticas entre los individuos de la
especie, tomando como referencia al individuo AHA 6_27, se encontré que los valores distan
entre el cero absoluto y 0,000007552%, lo cual sugiere que entre algunos ejemplares se puede
distinguir pequefas diferencias en cuanto a su cédigo genético, evidenciando polimorfismos

normales dentro de una misma especie.

Luego, se encontr6 al individuo HALM 39_16 de S. crockeri de Santa Cruz en solitario.
Se evidencié que este individuo es el que da origen a los dos clados siguientes conformados

por S. aspera de islote Edén y la isla Santa Cruz con un valor de soporte de 95% Bootstrap.

La seccién B cont6 con dos subclados que partieron del individuo HALM 39 16y se
encontraron conformados por individuos de S. aspera. Estos dos subclados presentaron un
valor se soporte Bootstrap para diferenciarse de 100%. El primer subclado de S. aspera incluy6
cuatro individuos pertenecientes al islote Edén (aledafio a la isla Santa Cruz); mientras que el
segundo subclado se vio conformado de individuos pertenecientes al islote Edén y a la isla
Santa Cruz. Al analizar las distancias genéticas entre todos los individuos de S. aspera de
ambos subclados tomando como referencia al individuo HALM 37_1 (S. aspera, Edén), se
puedo evidenciar que entre todos los individuos pertenecientes al islote Edén (sin distincion del
sublclado) las distancian genéticas fueron de cero absoluto (0,00%), mientras que las
distancias respecto a todos los individuos de Santa Cruz fueron de aproximadamente
0,000007551%. Esto sugiere que hay diferencias minimas respecto a la composicion genética

de los individuos de la especie. Los individuos del S. aspera de Edén se muestran



genéticamente idénticos, por lo tanto, se puede inferir que la poblacion esté perdiendo

variabilidad genética y con ello llegando a un cuello de botella.

El hecho que seis individuos de S. aspera de Edén se encuentren en el sublclado

conformado mayoritariamente por individuos de Santa Cruz puede evidenciar que se ha dado
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un flujo de genes entre las dos poblaciones, que no se percibe en las distancias genéticas del

genoma del cloroplasto, pero que podria evidenciarse en estudios mas a fondo.

Figura 16

Séptimo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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El octavo clado surgi6 de la ramificacion del ultimo nodo del &rbol filogenético general, y
present6 un valor de soporte de 94% Bootstrap (Figura 17). Los 35 individuos agrupados dentro
del clado fueron especimenes de S. crockeri, S. aspera, S. retroflexa y S. pedunculata, todos

de laisla Santa Cruz. Para un mejor analisis se dividio el clado en dos secciones (A y B).

Figura 17

Octavo clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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La seccién A del arbol filogenético obtuvo un valor de soporte de 95% Bootstrap y

albergé a las especies S. pedunculata y S. crockeri de la isla Santa Cruz (Figura 18), las cuales

evidenciaron un comportamiento filogenético tanto en la seccién A como en la seccion B.

Figura 18

Andlisis de la seccién A del octavo clado del arbol filogenético
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La seccién B agrup6 a 22 individuos en total e incluyd, ademas de las especies

descritas en la seccion A, a S. retroflexa y S. crockeri aspera (Figura 19). EI comportamiento

polifilético, se evidencio principalmente en la especie S. crockeri, ya que aparecié tanto en la

seccion A, como en la By se mezcl6 entre los clados de S. pedunculata, y entre los individuos

de S. retroflexa y S. crockeri aspera.



Figura 19

Andlisis de la seccién B del octavo clado del arbol filogenético
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El noveno clado, con un valor de soporte de 94% Bootstrap, fue el tltimo del arbol

filogenético construido a partir de secuencias genémicas del cloroplasto del género Scalesia

(Figura 20). Agrup6 53 especimenes de S. divisa, S. pedunculata, S. baurii subsp. hopkinsii, y

S. crockeri de las islas Floreana, Santa Cruz, San Cristébal y Pinta, con valor de soporte de

100% Bootstrap. El clado se dividié en dos secciones (A y B) para un mejor analisis.
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Figura 20

Noveno clado sin colapsar del arbol filogenético presentado en la Figura 4
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La seccion A, albergé a las especies S. baurii subsp. hopkinsii de laisla Pintay a S.
crockeri de la isla Santa Cruz. S. baurii subsp. hopkinsii de evidencié un comportamiento
parafilético dentro de la seccion, sin embargo, no integré ningun otro clado (Figura 21). Por el
contrario, S. crockeri se presenté en el séptimo, octavo y noveno clado del arbol filogenético del

genoma del cloroplasto, demostrando que, en efecto, es una especie polifilética.
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La seccién A, albergd a las especies S. baurii subsp. hopkinsii de la isla Pintay a S.

crockeri de la isla Santa Cruz. S. baurii subsp. hopkinsii de evidencié un comportamiento

parafilético dentro de la seccién, sin embargo, no integrd ningun otro clado. Por el contrario, S.

crockeri se present6 en el séptimo, octavo y noveno clado del arbol filogenético del genoma del

cloroplasto, demostrando que, en efecto, es una especie polifilética.

Figura 21

Andlisis de la seccion A del noveno clado del arbol filogenético
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El valor de soporte del clado general de la seccion B fue de 99% Bootstrap, e involucro

a 32 especimenes de Scalesia, los cuales tuvieron un comportamiento polifilético. Fueron en
total 18 individuos de S. pedunculata (10 de Floreana, 7 de San Cristdbal, y uno de Santa

Cruz), y 14 de S. divisa de San Cristobal (Figura 22).

Figura 22

Andlisis de la seccidon A del noveno clado del arbol filogenético
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= S_pedunculata_Floreana_HAMP30_44
« S_divisa_Scristobal HALM11_5
+ S_divisa_Scristobal HALM11_4
o _divisa_Scristobal_HALM11_28
_divisa_Scristobal_HALM11_29
+ 95 + S_pedunculata_Floreana_HAMP30_31
+ S_pedunculata_Scristobal HAMP36_4
+ S_pedunculata_Floreana_HAMP30_49
| g5 1 95— S_divisa_Scristobal_HALM11_7
1 959 S_pedunculata_Scruz_ HALM25_1
- S_pedunculata_Scristobal HAMP36_3
S_divisa_Scristobal_HALM12_30
S_divisa_Scristobal_HALM12_1
S_divisa_Scristobal HALM12_25
S_divisa_Scristobal_HALM12_23
S_divisa_Scristobal HALM12_19

+ 95

+ 95

=100
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Red de haplotipos

Al analizar las 328 secuencias gendmicas del género Scalesia de 36 localidades, se
detectaron un total de 84 haplotipos (Figura 23). Se evidencio que existen haplotipos que se
comparten entre especies, como es el caso de S. pedunculata con S. divisa; S. crockeri aspera
con S. affinis; S. divisa con S. cfr retroflexa, S. incisa con S. incisa divisa; S. affinis con S.
retroflexa y S. cfr retroflexa; y S. crockeri con S. crockeri aspera. Ademas, se observé que
todas las especies presentaron mas de un haplotipo, y que incluso algunas presentaron
haplotipos en méas de una regién de la red, como fue el caso de S. pedunculata, S. divisa, S.
affinis, S. cfr retroflexa, S. helleri, y S. crockeri. Para un mejor andlisis de la red de haplotipos,

se la dividié en nueve secciones.

Figura 23

Andlisis de la red de haplotipos construida en base al alineamiento de los genomas de 328

especimenes de Scalesia de 36 localidades

Groups

I:I 3. pedunculata

- S. affinis

I:I S. villosa

I:I 5. microcephala
- 5. stewartii

Bl < nelieri

- S. cordata

- 3. baurii subsp. baurii
- 5. baurii subsp. hopkinsii
[ s. gordioi

[ s divisa

l:l 5. incisa

I:I S. incisa divisa

- S. crockeri

- 5. aspera

I:I 5. crockeri aspera
- S. retroflexa

I:I S. cfr retroflexa




65

En la primera seccién se evidencio dos haplotipos de S. cordata del sur de Isabela, los
cuales se distanciaron entre si en dos sustituciones. Luego, se encontrd cuatro haplotipos de S.
microcephala del volcan Darwin que se distanciaron hasta en tres sustituciones del haplotipo de
S. cordata y, hasta en siete sustituciones respecto a haplotipos de la misma especie (Figura

24).

A la tercera sustitucion del haplotipo central (S. cordata), se ubico el primer haplotipo de
S. divisa de la isla San Cristdbal, el cual se distancié en dos sustituciones de su homélogo de la
misma especie. Los tres haplotipos de S. incisa surgieron del primer haplotipo de S. divisa, y se
distanciaron en una o dos sustituciones. De igual manera, el haplotipo compartido entre S.
incisa y S. incisa divisa, partio de S. divisa, y se diferencio en una sustitucién; mientras que se
diferencio en tres sustituciones del haplotipo de S. incisa divisa ho compartido. Se aprecié que
los haplotipos de S. incisa y S. incisa divisa, aparecieron en los extremos de la seccion, lo cual
pudo significar que son los mas recientes y menos conservados. Ademas, se evidencié que el

haplotipo de S. cordata, fue el mas conservado (Figura 24).

Figura 24

Andlisis de la primera seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. cordata, S. divisa, S.

incisa, S. incisa divisa, y S. microcephala

Groups

I:] S. microcephala
B s. cordata
[]s dwisa
[]s. incisa
s

incisa divisa
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Al cabo de 20 sustituciones desde el haplotipo de S. cordata, surgieron los haplotipos
de S. affinis del sur de Isabela, que comprenden la segunda seccion de la red (Figura 25). Se
evidenciaron seis haplotipos dispersos, es decir sin uno central predominante (como si sucedié
con S. cordata), con hasta ocho sustituciones entre si. Al encontrarse en un extremo de la red
de haplotipos y presentarse de manera dispersa, se dedujo que las mutaciones que se

suscitaron para conformar la seccion fueron mas recientes evolutivamente.

Figura 25

Andlisis de la segunda seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. affinis

Groups
Il s. =inis
La tercera seccion surgi6 luego de 17 sustituciones desde S. cordata (de la primera

seccion) y 15 desde S. affinis (de la segunda seccién). Consistié en un haplotipo compartido
por S. affinis (predominante), S. retroflexa y S. cfr retroflexa, todos de la isla Santa Cruz (Figura
26). Se pudo apreciar que la seccién tiene una forma de lazo por lo cual el primer y el Gltimo
haplotipo (pertenecientes a S. affinis), estan separados por seis 0 13 sustituciones,
dependiendo el sentido que sentido en el que se los cuente. Se evidenciaron nueve haplotipos.
Entre el primer haplotipo descrito y los pertenecientes Unicamente a S. affinis, se ubicaron
cuatro haplotipos de S. crockeri aspera de la isla Santa Cruz, los cuales difirieron entre una y
cuatro sustituciones entre si. Luego, los haplotipos de S. affinis se encontraron a 15y 19
sustituciones, del grupo de haplotipos de S. affinis de la segunda seccién. En esta red, ya se

pudo apreciar un haplotipo de S. affinis central, perteneciente a la isla Floreana, con tres
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haplotipos satélite. El primer haplotipo satélite fue el méas distante, con tres sustituciones, y
pertenecié a la isla Santa Cruz; este haplotipo se encontrd, de igual manera, a tres
sustituciones del haplotipo mas distante de S. crockeri aspera de esta seccién. El segundo y el
tercero se encontraron a una sustitucion del haplotipo central de S. affinis y fueron ambos de
Floreana. Se tomo al tercer haplotipo de S. affinis como el final de la seccion, y se lo usé para

referenciar la distancia de la cuarta seccion.
Figura 26

Andlisis de la tercera seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. affinis, S. crockeri

aspera, y S. cfr retroflexa

Groups

Il s. =inis

I:I S. crockeri aspera
B <. retroflexa
[ s. cirretronexa

La cuarta seccion se constituy6 de cinco haplotipos de S. villosa. Surgié de la base del
lazo de la tercera seccion y dista 22 sustituciones ya sea del ultimo haplotipo de S. affinis o del
haplotipo compartido por S. affinis (predominante), S. retroflexa, y S. cfr retroflexa (Figura 27).
Se pudo evidenciar que hay un grupo de cuatro haplotipos que tienen entre una y cuatro
sustituciones entre si, los cuales pertenecen a la isla Floreana. Por otro lado, el haplotipo de la
localidad del islote Champion se diferenci6 frente a sus homoélogos de Floreana en hasta 10

sustituciones (contando desde el primer haplotipo que inicia la seccion).
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Figura 27

Andlisis de la cuarta seccién de la red de haplotipos. Haplotipos de S. villosa

Groups
|:| S. villosa
La quinta seccién se ubicd a 21 sustituciones de ultimo haplotipo de la especie S. affinis

de la isla Floreana, y conté con nueve haplotipos, dos de S. helleri de Santa Fé, seis de S. cfr
retroflexa de la isla Santa Cruz, y uno compartido con S. divisa de San Cristdbal
(predominante), y S. cfr retroflexa (Figura 28). El haplotipo de S. helleri que inicié la seccién
fue el de menor frecuencia dentro de la poblacién de la isla Santa Fe, ya que fue de menor
tamafio respecto al segundo haplotipo, el cual se ubicé mas al centro, evidenciando ser mas
antiguo. Luego, a dos sustituciones del haplotipo méas conservado de S. helleri, se ubico el
haplotipo compartido (S. divisa y S. cfr retroflexa). Este fue el de mayor tamafio de la seccién y
el que mas conexiones presentd, por lo cual se lo interpreté como el mas antiguo. Cabe
destacar que, en la primera seccion de la red de haplotipos, ya se identificaron dos haplotipos
de S. divisa, por lo cual, se evidencié que también comparte haplotipo con S. cfr retroflexa, y

que esta relacionado con S. cordata (primera seccion) y S. helleri (quinta seccion).

Los 6 haplotipos restantes se diferenciaron del haplotipo en el que predominé S. divisa,
y pertenecieron en su totalidad a S. cfr retroflexa. Se evidenciaron de una a cinco sustituciones

entre estos haplotipos.
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Figura 28

Analisis de la quinta seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. divisa, S. helleri, y S. cfr

retroflexa

Groups

B s netieri
I:] S. divisa
[ s cirretrofiexa

La sexta seccidn se ubico a dos sustituciones del haplotipo compartido entre S. divisa 'y
S. cfr retroflexa, de la quinta seccién. Se conformé por cinco haplotipos. El haplotipo central y,
en teoria, el mejor conservado, estuvo conformado por especimenes de S. crockeri aspera
(predominante) y S. affinis de Floreana. Luego, un haplotipo de S. affinis de Santa Cruz
presento tres sustituciones frente al haplotipo central; mientras que, se presentaron 28
sustituciones entre el haplotipo mas cercano de S. affinis de la tercera seccién y 35 entre el
haplotipo mas cercano de S. affinis de la segunda seccién. Se constat6 que S. affinis de Santa
Cruz compartio haplotipo con S. retroflexa, S. cfr retroflexa, también de Santa Cruz, mientras
gue, S. affinis de Floreana compartié haplotipo con y S. crockeri aspera de Santa Cruz. S.

affinis de Isabela no compartié haplotipo con ninguna otra especie de Scalesia (Figura 29).

Por otro lado, se evidenciaron dos haplotipos de S. helleri de la isla Santa Cruz, el
primero y mejor conservado, se ubico a una sustitucion del haplotipo central de la seccion; el
segundo, se ubico a tres sustituciones del haplotipo principal de S. helleri, siendo mas pequefio

y externo, por ende, mas reciente y menos frecuente. El haplotipo mejor conservado de S.
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helleri de Santa Cruz, se encontrd a cinco sustituciones del haplotipo mejor conservado de S.

helleri de Santa Fe.

A una sustitucion del haplotipo central, también se ubicé un haplotipo bastante
conservado de S. retroflexa de la isla Santa Cruz. Este haplotipo disté en 32 sustituciones del
haplotipo compartido por S. retroflexa, S. affinis y S. cfr retroflexa de la tercera seccion.
Ademads, fue el punto de partida (una sustitucion) del Unico haplotipo de S. gordilloi de la isla
San Cristébal en toda la red, el cual present6 el mismo tamafio. Cabe destacar que, al ser
Unico haplotipo de S. gordilloi, se encontré muy conservado, aunque al estar en un extremo se

lo podria catalogar como reciente (Figura 29).
Figura 29

Andlisis de la sexta seccién de la red de haplotipos. Haplotipos de S. affinis, S. gordilloi, S.

helleri, S. crockeri asperay S. retroflexa

Groups

B s helleri

Il s arinis

I:I S. crockeri aspera
- S. retroflexa
[ 5. gordilo

La séptima seccion fue la que mas haplotipos agrupd, con un total de 20. Inici6 a cinco
sustituciones del haplotipo central de la sexta seccion (haplotipo compartido entre S. affinis y S.
crockeri aspera), con un haplotipo central de S. crockeri de la isla Santa Cruz, del cual se
diferenciaron tres nuevos haplotipos de S. crockeri a una sustitucion de distancia cada uno, y
un haplotipo compartido entre S. crockeri y S. crockeri aspera a siete sustituciones, siendo el

mas lejano de la seccion, pero de un tamafio mayor al haplotipo central (Figura 30).
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Dos haplotipos de S. pedunculata de la isla Santa Cruz, también partieron del haplotipo
central de S. crockeri, el primero a una sustitucion de distancia, y el segundo a dos. Luego, el
ultimo haplotipo satélite que partié del central fue un nuevo haplotipo de S. retroflexa a dos
sustituciones de distancia; y a ocho sustituciones del ultimo haplotipo de S. retroflexa de la

sexta seccion (Figura 30).

A dos sustituciones del haplotipo que inici6 la séptima seccidn, se encontré un nuevo
haplotipo central de S. baurii subsp. hopkinsii de la isla Pinta, del cual partieron cuatro
haplotipos de la misma especie, diferenciandose en un rango de una a tres sustituciones, y
siendo todos de mayor tamafio que el haplotipo central. Luego, a una sustitucion de este nuevo
haplotipo central, se ubicé otro haplotipo de S. crockeri, encontrandose a tres sustituciones del

haplotipo principal de S. crockeri de la seccion (Figura 30).

Por otro lado, un gran haplotipo compartido entre S. pedunculata de las islas Floreana,
Santa Cruz y San Cristobal (predominante) y S. divisa, se ubicd a una sustitucién del haplotipo
central de S. baurii subsp. hopkinsii. Este haplotipo, conté con dos haplotipos satélite de S.
pedunculata a una y dos sustituciones, respectivamente. Ademas, también se evidenciaron tres
haplotipos satélites de S. divisa; el primero y segundo a una sustitucién de distancia; el tercero
partié de uno de los haplotipos satélites y se encontr6 a tres sustituciones del haplotipo

compartido descrito al inicio del parrafo.
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Figura 30

Andlisis de la séptima seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. baurii. Subsp. baurii, S.

crockeri, S. divisa, S. retroflexa, S. crockeri aspera, y S. pedunculata

|:] S. pedunculata

| S baurii subsp. hopkinsii

Bl s. crockeri
- S. retroflexa

D S. divisa

D S. crockeri aspera

La octava seccion se conformé por seis haplotipos de tres especies de Scalesia (S.
crockeri, S. baurii subsp. baurii, y S. aspera) que se mantuvieron separados y agrupados por
especies (Figura 31). Es asi que, el primer haplotipo de S. baurii subsp. baurii de la isla Pinzon,
se encontrd a dos sustituciones del haplotipo de S. baurii subsp. hopkinsii de la séptima

seccion; y cont6 con dos haplotipos aledafios, a una sustituciéon de distancia, cada uno.

Luego, el haplotipo de S. aspera del islote Edén, se encontr6 a cuatro sustituciones del
haplotipo central de S. baurii subsp. hopkinsii de la séptima seccion, y al mismo nimero de S.
baurii subsp. baurii de la octava seccion. Del haplotipo del islote Edén, surgi6 el haplotipo de S.
aspera de la isla Santa Cruz, al cabo de una sustitucion. Cabe destacar que, tanto el haplotipo
S. aspera de Edén, como el de Santa Cruz, tienen el mismo tamafio y cuentan con el mismo
namero de individuos (nueve para cada caso); sin embargo, el haplotipo de la isla Santa Cruz,
al encontrarse en el extremo, se deduce que podria ser mas reciente evolutivamente (Figura

31).
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Por ultimo, el haplotipo de S. crockeri de la isla Santa Cruz, surgi6 al cabo de cinco
sustituciones de haplotipo central de S. baurii subsp. baurii. Este haplotipo se distancié en seis

sustituciones del ultimo haplotipo de S. crockeri de la séptima seccion.

Figura 31

Andlisis de la octava seccion de la red de haplotipos. Haplotipos de S. crockeri, S. baurii subsp.

baurii, y S. aspera

Groups
I <. vaurii subsp. baurii

. 3. crockeri
- 8. aspera

La novena y Ultima seccidon se conformd por diez haplotipos de dos especies de
Scalesia (S. stewartii y S. pedunculata) (Figura 32). El haplotipo mas cercano a la octava
seccion, correspondi6 a S. stewatrtii de la isla Bartolomé, el cual se encontré a ocho
sustituciones del haplotipo de S. baurii subsp. baurii (octava seccién). Este haplotipo evidencio
estar muy conservado, ya que no se tuvieron mas haplotipos de S. stewartii de dicha localidad.
Sin embargo, S. stewartii de la isla Santiago origind una red conformada por cinco haplotipos,
los cuales evidenciaron un tamafio menor al del haplotipo de Bartolomé, y se encontraron a
cinco, siete 0 nueve sustituciones del mismo, y a nueve sustituciones del haplotipo de S. baurii

subsp. baurii de la octava seccion.

Por otro lado, a una sustitucioén de distancia del haplotipo de Bartolomé, se encontro el
haplotipo central de S. pedunculata de la isla Santiago, del cual se generaron tres haplotipos.

Los dos primeros se ubicaron a una sustitucion del haplotipo central y se conectaron entre si
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luego de una nueva sustitucion. El tercero, se distancié en tres sustituciones respecto a los
otros tres haplotipos de S. pedunculata de Santiago, antes descritos; y se conectd, ya sea con
el haplotipo de S. helleri de Santa Fe o el haplotipo de S. cfr retroflexa de Santa Cruz, de la
guinta seccidn, al cabo de 8 sustituciones, para cada caso (Figura 32). De esta manera se
cerro el circuito que conformé la red de haplotipos. Ademas, el haplotipo central de S.
pedunculata de la isla Santiago, se conformé luego de once sustituciones, respecto al haplotipo
compartido por S. pedunculata de las islas Floreana, Santa Cruz y San Cristébal, y S. divisa, de

la séptima seccion.

Figura 32

Andlisis de la novena seccién de la red de haplotipos. Haplotipos de S. stewartiiy S.

pedunculata

Groups

[1s pedunculata

- 5. stewartii
Distancias genéticas

Se obtuvo una matriz con las estimaciones de divergencia evolutiva entre las 335

secuencias, en la cual se mostrd el nimero de sustituciones de bases por sitio entre
secuencias. La media general de distancias genéticas considerando el grupo externo, fue del
0,000279%. Al analizar las distancias genéticas entre poblaciones de especies de Scalesia, se
encontré que oscilaron entre cero y 0,0002%, siendo S. gordilloi la Gnica especie que no

presento variaciones de distancias genéticas al mantenerse en cero (Tabla 3).
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Tabla 3

Distancias genéticas intraespecificas del genoma del cloroplasto de Scalesia

. helleri

. incisa

. incisa divisa

. microcephala

. pedunculata

. retroflexa
. cfr retroflexa
. stewartii

. villosa

HALM 62, HALM 65

HALM 20, HAMP 40

HALM 23

HALM 51

HALM 25, HALM 32, HAMP 30,
HAMP 36

HALM 26, LAM 26

HALM 41

HALM 35, HALM 36

HAMP 24, HAMP 28

Especie Poblaciones Rango de distancia genética (%)
S. affinis HALM 48, HAMP 4, HAMP 10, 0 - 0,0002
HAMP 29

. aspera HALM 37, HALM 64 0 - 0,000008

. baurii AHA 6, SLAM 20, SLAM 27 0 - 0,00004

. cordata HALM 44, HALM 53 0 - 0,00001

. divisa HALM 11, HALM 12, HALM 19 0 - 0,0002

. gordilloi HAMP 38 0

. crockeri HALM 39, HAMP 5 0 - 0,00009

. crockeri aspera HALM 8, HAMP 7 0 - 0,0002

0,00003 - 0,0001

0 - 0,00003
0 - 0,00002
0 - 0,00004

0-0,0001

0,00006 - 0,0001

0,000007 - 0,0002

0 - 0,00008

0 - 0,00006
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Andlisis de los eventos de hibridacion del genoma del cloroplasto del género Scalesia
Al realizar la comparacién entre la filogenia del genoma nuclear (Fernandez-Mazuecos
et al., 2020) (Figura 33) y la filogenia del genoma del cloroplasto (Figura 34) del género
Scalesia, se evidencio que las especies se distribuyeron de manera diferente en ambas
topologias. Es asi que el arbol de Fernandez-Mazuecos et al. (2020) inicié con una division
entre dos clados grandes. El primero (en rojo) contuvo a tres especies: S. villosa, S. stewartii y
S. atractyloides. S. stewartii y S. atractyloides fueron especies hermanas, mientras que S.
villosa fue hermana al grupo que las contiene. En la filogenia del cloroplasto, se encontré que
también inicia con una divisién entre dos clados grandes; sin embargo, en el primer clado se
ubic6 Unicamente S. villosa, mientras que S. stewartii se encontré en sexto subclado contenido
dentro del segundo clado grande de la topologia del genoma del cloroplasto. Se observé que
tanto la filogenia del genoma del cloroplasto y el genoma nuclear concordaron con S. villosa
como la primera especie del arbol filogenético, es decir, fue la primera division del género
Scalesia. Nuestro estudio no contd con el genoma del cloroplasto de S. atractyloides para
hacer la comparacion con el genoma nuclear. Segun la topologia del genoma del cloroplasto,
S. stewartii de Santiago y Bartolomé, a diferencia de la filogenia nuclear, comparti6 el clado con
S. pedunculata de Santiago, por lo tanto, pudo haberse generado la hibridacién desde S.
pedunculata hacia S. stewatrtii y por tal motivo el genoma del cloroplasto de S. stewatrtii se

encontré muy cercano a S. pedunculata en lugar de ser cercano a S. villosa.
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Arbol filogenético del género Scalesia construido a partir del genoma nuclear. Adaptado de

Fernandez-Mazuecos et al. (2020)

na

3. villosa

5. stewartil

5. atractyloides

5. affinis
5. cordata

5. microcephala

5. crockeri
5. aspera
-
5. reiroflexa

— —‘ 5. helleri

5. pedunculata
5. baurii

§. gordillol

— | 5. divisa
T | 5. incisa

El segundo clado de Fernandez-Mazuecos et al. (2020) se dividié en cuatro grupos de

subclados (amarillo, azul, negro y morado). Al grupo de subclados amarillo lo integraron las

especies S. affinis, S. cordata y S. microcephala pertenecientes a Isabela. S. microcephalay S.

cordata fueron especies hermanas, mientras que S. affinis fue hermana al grupo que las

contiene. En la filogenia del cloroplasto se tuvo que las especies de Isabela, es decir, S.

microcephala y S. cordata, son hermanas de las especies de San Cristdbal S. divisay S. incisa.

S. divisa también aparece en el quinto y noveno clado del arbol filogenético del genoma del
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cloroplasto, por lo cual se podria inferir un evento de hibridacion entre ambas especies de San

Cristébal tanto con S. microcephala, como con S. cordata.

Figura 34

Arbol filogenético del género Scalesia construido a partir del genoma del cloroplasto

100
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Se pudo evidenciar que S. affinis de Isabela en ambas filogenias se agrupé en un clado
independiente; sin embargo, S. affinis de otras localidades como Floreana y Santa Cruz, no se
agruparon en el mismo clado que S. affinis de Isabela, por lo cual se puede evidenciar un
comportamiento polifilético por parte de esta especie, y una posible hibridacion con las
especies que integran los clados que las contuvieron, es decir, el segundo y el quinto clado del

arbol filogenético del genoma del cloroplasto (Figura 37).
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En el grupo de clados azul de Ferndndez-Mazuecos et al. (2020), se aprecioé que S.
crockeri y S. aspera estuvieron en un solo clado de la isla Santa Cruz; mientras que en la
filogenia del cloroplasto S. crockeri se encontraron en el séptimo, octavo y noveno clado,
siendo todos los especimenes de Santa Cruz, por lo cual se plantearon tres posibilidades:
algunos especimenes de S. crockeri fueron mal identificados como miembros de la especie, es
decir, son diferentes especies; existieron polimorfismos ancestrales dando como resultado una
clasificacion de linajes incompletos (ILS); y que S. crockeri se haya hibridando con S. aspera de

Santa Cruz, y con las otras especies con las que compartié clados.

S. retroflexa conformé un clado independiente en la topologia de Fernandez-Mazuecos
et al. (2020), mientras que en la filogenia del genoma del cloroplasto se encontré en el
segundo, quinto y octavo clado, evidenciando un comportamiento polifilético, en el cual
ademas, compartio clado con varias especies de cada uno de los clados donde se agrupé, por
lo cual se puede inferir hibridacién. S. helleri, también presente en el grupo de los clados
azules, conformd un clado en solitario. En la filogenia del genoma del cloroplasto, S. helleri de
Santa Cruz y Santa Fe, aparecieron agrupadas en el quinto clado compartiéndolo con varias
especies de Scalesia, por lo cual no se evidencié un comportamiento polifilético y fue

complicado inferir en un evento de hibridacion.

El grupo de clados negro de Fernandez-Mazuecos et al. (2020) evidenci6é que S.
pedunculata y S. baurii son especies hermanas; sin embargo, en la filogenia del genoma del
cloroplasto S. pedunculata se encontré en el quinto, octavo y noveno clado, mostrando un
comportamiento polifilético que podria explicarse de la misma forma que S. crockeri (descrita
anteriormente). S. baurii también apareci6 en dos clados distintos en la filogenia del genoma
del cloroplasto compartiendo clados con varias especies de distintas islas, lo cual puede

interpretarse como posibles eventos de hibridacion.
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En la filogenia de Ferndndez-Mazuecos et al. (2020) S. gordilloi se presenté como
especie hermana de S. incisa y S. divisa (las dos compartieron clado). En la filogenia del
genoma del cloroplasto, S. gordilloi aparece Unicamente en el quinto clado agrupado con mas
especies, por lo cual no mostré un comportamiento polifilético. S. incisa y S. divisa
compartieron el cuarto clado de la topologia del genoma del cloroplasto, sin embargo S. divisa

aparecio en mas clados a lo largo del arbol filogenético.

Se pudo evidenciar que a partir del quinto clado de arbol filogenético del genoma del
cloroplasto, las especies se encuentras distribuidas practicamente de manera aleatoria a lo
largo del arbol, evidenciando un comportamiento polifilético que podria indicar que los clados 5,
6, 7, 8, y 9 presentan eventos de hibridacién si se los compara con la filogenia nuclear de
Fernandez-Mazuecos et al. (2020), en la cual los especimenes aparecen bien diferenciados en
clados independientes exceptuando S. crockeriy S. aspera, y S. divisay S. incisa que
compartieron clado tanto en la filogenia del genoma nuclear, como en la filogenia del genoma

del cloroplasto.
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Capitulo V: Discusion

En el presente estudio, se analiz6 las relaciones filogendmicas de 14 especies y tres
especies hibridas del género Scalesia, mediante el ensamblaje, el alineamiento, y la
construccion de un arbol filogenético, del genoma del cloroplasto. Los cloroplastos, por lo
general son heredados de forma uniparental como un cromosoma circular no recombinante
(Birky, 1995), lo cual reduce las oportunidades de recombinacion entre diferentes linajes de
cloroplastos (Birky, 2001). Esto sugiere que el genoma del cloroplasto en el género Scalesia,
deberia mantenerse conservado, permitiendo determinar la génesis del género y como se dio el
proceso de especiacion a lo largo del Archipiélago de Galapagos. Cabe recalcar que, hasta el
momento, la filogenia del genoma nuclear de Scalesia ha sido analizada Unicamente por
Fernandez-Mazuecos et al. (2020), y sirvio para contrastar la topologia obtenida en el actual

estudio.

Es asi que, Fernandez-Mazuecos et al. (2020) establecieron un comportamiento
monofilético del genoma nuclear del género Scalesia, el cual inicia con S. villosa, S.
atractyloides, S. stewartii, S. affinis, S. cordata, y S. microcephala, como las especies que
divergieron relativamente temprano; ubicando a las tres primeras como especies hermanas,
corroborando la filogenia de caracteres morfologicos de Blaschke & Sanders (2009) (respecto a
estas especies). Mientras que, S. crockeri, S. aspera, S. retroflexa, y S. helleri, se situaron
como especies divergentes intermedias, y S. pedunculata, S. baurii, S. gordilloi, S. divisay S.
incisa, se establecieron como especies divergentes tardias. La topologia del genoma del
cloroplasto coincidié con la nuclear en que S. villosa, S. cordata y S. microcephala son
especies divergentes tempranas; y difirid en que, S. pedunculata, S. baurii, S. divisa, y S.
stewartii, fueron las especies que divergieron mas tarde, sin embargo, se evidencié un
comportamiento polifilético en seis especies (S. pedunculata, S. affinis, S. baurii, S. crockeri, S.

divisa, y S. retroflexa). El hecho de que en ambas topologias S. villosa se presente en un clado
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independiente puede tener su explicacion en que esta especie posee una distribucion
restringida Unicamente para la isla Floreana, y se encuentra completamente separada de S.
pedunculata y presenta especiacion simpatrica frente a S. affinis que también habitan la isla,
por lo cual es posible que conserve su linaje puro (Blaschke & Sanders, 2009; Itow, 1995).
Cabe recalcar que la divergencia se refiere al patron evolutivo en el que las especies que
comparten un ancestro en comun se van diferenciando gradualmente, es decir, entrando en un

proceso de especiacion durante un periodo de tiempo evolutivo (Gautam, 2020).

Segun Sousa et al. (2020), la incongruencia entre las topologias de arboles filogenéticos
se puede atribuir a procesos bioldgicos, como la clasificaciéon de linajes incompletos (ILS), la
hibridacion, y cuestiones metodoldgicas, como la eleccion inadecuada de modelos de
sustitucidn, fallas en la identificacion fenotipica de las muestras, mal etiquetado de las
secuencias, entre otros. Tomando en cuenta que el programa utilizado para la construccion del
arbol filogenético fue IQ-TREE v2.1.3, y que este se encarga de analizar los alineamientos
ingresados y elegir el mejor modelo de sustitucién de forma independiente, teniendo un mejor
rendimiento en términos de tiempo de célculo y de maximizacién de probabilidad que otros
software como RAXML (Minh et al., 2020), podemos afirmar que el modelo de sustitucién en

nuestro estudio fue el adecuado.

Por lo tanto, las diferencias entre la topologia nuclear y de cloroplasto, pueden entrar en
el terreno de los ILS o la hibridacion. Los ILS perpettan los polimorfismos genéticos
ancestrales en los eventos de especiacion rapida (Feng et al., 2022), como es el caso de
Scalesia, generando incongruencias entre la filogenia de genes frente a la de especies
(Maddison & Knowles, 2006). En la actualidad, las herramientas para distinguir entre ILS e
hibridacién con métodos probabilisticos son limitadas, por lo cual se puede probar la hibridacion

indirectamente examinando las distribuciones de los arboles genéticos esperados solo con ILS
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(Folk et al., 2017). En este estudio, no se profundiz6 en el andlisis y distincién de los ILS frente
a los eventos de hibridacion, sin embargo, se pudo inferir en que los especimenes que se
agruparon en un mismo clado con mas de una especie de Scalesia, que no presentaron
indicios de polifilia y que su procedencia geografica fue de diferente isla que el resto de
especies del clado, podrian significar sefiales de ILS, ya que cuanto mayor sea la diversidad en
la poblacién ancestral y menor sea el tiempo entre dos eventos de especiacion, es mas
probable que se tenga genealogias con ILS entre las especies que conforman un clado (Pollard
et al., 2006). Esto se evidencié con S. cordata y S. microcephala de la isla Isabelay S. divisa 'y
S. incisa de San Cristébal en el cuarto clado de la filogenia del genoma del cloroplasto, por citar

un ejemplo.

Rieseberg & Brouillet (1994), mencionan que las especies hibridas diploides y las
alopoliploides, son ejemplos clasicos de especies polifiléticas en el sentido de que combinan
los genomas de dos especies diferenciadas. Ademas, se han demostrado eventos de
hibridacion en organelos citoplasmaticos haploides como el cloroplasto, al evidenciar el
comportamiento polifilético de las especie que conforman una filogenia (Kaur et al., 2014). Por
lo cual, se podria corroborar la existencia de eventos de hibridacion en el genoma del
cloroplasto del género Scalesia, ya que fue evidente la polifilia de S. pedunculata, S. affinis, S.
baurii, S. crockeri, S. divisa, y S. retroflexa, al no surgir de un ancestro comuin y presentarse en
ramas separadas que pueden estar muy alejadas entre si (Hérandl & Stuessy, 2010; Rieseberg
& Brouillet, 1994). Sin embargo, se debe estudiar la diversidad intraespecifica del genoma de
cada especie, ya que, si esta excede a la diversidad interespecifica, se pueden reflejar

ecologias dinamicas que afectarian seriamente las conclusiones filogenéticas (Nevo, 2001).

Existe la posibilidad de que se hayan presentado eventos de hibridacién entre los

genomas del cloroplasto, aun cuando en teoria, el genoma del cloroplasto se puede utilizar
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como cadigo de barras para identificar especies de plantas debido a que poseen regiones muy
conservadas que se mantienen entre poblaciones de especies (Xu et al., 2020), ya que los
eventos de hibridacion en el género Scalesia se han reportado por diversos autores. Por
ejemplo, Kelager & Philipp (2008) detallan los fendmenos de hibridacion entre tres especies
simpatricas de Scalesia (S. retroflexa, S. affinis y S. pedunculata); Lindhardt et al. (2009)
sugieren poblaciones de hibridos interespecificos este S. aspera, S. crockeri y S. pedunculata;
Nielsen et al. (2003) establecen patrones de variacion genética entre S. divisa 'y S. incisa
producto de la hibridacion entre ambas especies; y Hamann & Wium-Andersen (1986)
mencionan que S. gordilloi esta relacionada a S. divisa y S. incisa. Todos basandose en
caracteres morfoldgicos y moleculares del ADN nuclear. Sin embargo, en nuestro estudio, se
hace evidente que los fendbmenos de hibridacién encontrados por los autores antes
mencionados (Hamann & Wium-Andersen, 1986; Kelager & Philipp, 2008; Lindhardt et al.,

2009; Nielsen et al., 2003), también podrian estar presentes a nivel del genoma del cloroplasto.

Fernandez-Mazuecos et al. (2020) realizaron pruebas de hibridacion ABBA-BABA las
cuales evidenciaron hibridacién durante la radiacién de Scalesia, pero no se encontraron
indicios de intercambio generalizado de alelos derivados de especies que muestran rasgos
vegetativos y reproductivos similares, como S. helleri, S. baurii y S. incisa; aunque si se sugiere
la introgresion entre S. retroflexa 0 S. helleri con S. affinis, al ser especies que co-ocurren en la
isla Santa Cruz. En la topologia del genoma del cloroplasto S. helleri, S. baurii y S. incisa,
tampoco se agruparon en un mismo clado, es decir, no se evidencio indicios de hibridacién
entre las tres especies mencionadas. Sin embargo, S. affinis, S. retroflexa y S. helleri, si se
agruparon en un mismo clado (quinto clado de la topologia del genoma del cloroplasto),
haciendo més evidente el posible origen hibrido del genoma del cloroplasto de estas especies.
Es necesario mencionar, que S. affinis evidencié un comportamiento polifilético. Los individuos

pertenecientes a S. affinis de Isabela, se agruparon en un solo clado al igual que en la
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topologia de Fernandez-Mazuecos et al. (2020), mientras los especimenes de S. affinis
pertenecientes a Santa Cruz y Floreana se mezclaron con mas especies de Scalesia, dicho
comportamiento fue descrito por Nielsen (2004), estableciendo que las poblaciones de S. affinis
de Santa Cruz y Floreana tienden a agruparse y separarse de las poblaciones de Isabela (que
también se agrupan entre si), al estudiar la varianza molecular del ADN nuclear y del
cloroplasto; lo cual podria sugerir la hibridacién del genoma del cloroplasto de S. affinis de
Santa Cruz y Floreana. Cabe recalcar que en la topologia del genoma nuclear, no se evidencié
graficamente la posible hibridacion ente S. affinis, S. retroflexa y S. helleri, ya que Fernandez-
Mazuecos et al. (2020) escogieron especimenes de Scalesia de poblaciones bien

diferenciadas.

La particularidad de nuestro estudio fue que ciertos especimenes de Scalesia de la
misma especie, pero de diferente localidad, se encontraron distribuidos en més de un clado,
evidenciando un comportamiento polifilético, aun cuando las distancias genéticas fueron muy
pequefias entre si, como es el caso de S. divisa, S. affinis, S. pedunculata, S. retroflexa, y S.
crockeri. Estas especies pertenecen a las islas Santa Cruz, San Cristébal, Floreana, Isabela y
Santiago, las cuales de acuerdo al cladograma de relaciones intra-archipiélago de Bisconti et
al. (2001), son islas hermanas que poseen flora y fauna estrechamente relacionada entre si,
por lo cual un comportamiento polifilético es bastante probable (no se mencion6 a las islas
Fernandina y Baltra porque no se tienen especimenes de S. affinis de Fernandina y de S.
crockeri de Baltra en el estudio; sin embargo, Baltra no se agrup6 en el mismo clado que las
islas antes mencionadas, mientras que Fernandina se encontré muy ligada a Isabela). Ademas,
algunos especimenes de la misma localidad se encontraron en méas de un clado, por ejemplo,
S. retroflexa (LAM26), S. crockeri (HALM39), S. affinis (HAMP10, HAMP29), S. divisa
(HALM12), y S. pedunculata (HALM25). Este mismo comportamiento se evidencio en los

individuos de S. cfr retroflexa (HALMA41) o S. crockeri aspera (HALM8), catalogados como
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hibridos en base a su morfologia, por lo cual, se demuestra que un comportamiento polifilético

puede deducir una hibridacién en el genoma del cloroplasto.

Segun Hollingsworth et al. (1999), los indices de variabilidad genética intraespecifica en
el ADN del cloroplasto suelen ser mas bajos que los detectados en el genoma nuclear. Por ello,
se pudo esperar una incongruencia entre los arboles construidos usando loci de cloroplastos y
los construidos a partir de loci nucleares (Liston et al., 2021), mas no una incongruencia entre
los individuos de la misma especie distribuidos en varios clados. Es decir, no se esperaba un
comportamiento polifilético de S. affinis, S. crockeri, S. baurii, S. divisa, S. retroflexa, y S.
pedunculata, ya que en la topologia del genoma nuclear ninguna especie se distribuyé en mas

de un clado.

En escenarios evolutivos complejos, la visualizacion de la historia evolutiva de un
conjunto de taxones puede ser mejor representada por una red filogenética en lugar de un arbol
filogenético, ya que son Utiles cuando se cree que estan involucrados procesos de evolucion
reticulados como la hibridacion (Huson & Bryant, 2006). Segun Paradis (2018), el analizar las
relaciones entre secuencias de ADN y haplotipos tanto dentro y entre poblaciones es crucial
para probar hipétesis sobre procesos microevolutivos. Por lo tanto, se construy6 una red de
haplotipos del género Scalesia para evaluar si las incongruencias detectadas en el arbol

filogenético podian resolverse.

Se evidenci6é que especies como S. villosa, S. cordata, S. gordilloi, S. aspera, S.
stewartii, y S. baurii, presentaron haplotipos interconectados de forma intraespecifica, sin
importar la procedencia de las poblaciones muestreadas, lo cual sugiere un estado mas
conservado de su genoma. Sin embargo, esto no necesariamente significa que estas especies
sean las mas antiguas de la red, ya que S. crockeri, S. affinis (las poblaciones de Santa Cruz,

Floreana y San Cristobal), S. pedunculata, S. helleri, S. cordata, S. baurii, y S. retroflexa, son
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los haplotipos posicionados mas hacia el interior, y por ende, los més antiguos (Schaal et al.,
2003; Zhao et al., 2019). Mientras que, basandonos en la posicién dentro de la red, los
haplotipos de S. villosa, S incisa, S. divisa (de la poblacion HALM12 ), S. microcephala, S.
affinis de la isla Isabela, S. aspera, y S. gordilloi, ya sea por su posicion terminal en las puntas
de la red, o por ser haplotipos Unicos, pueden representar linajes mas recientes evolutivamente
(Hou et al., 2020; Schaal et al., 2003); lo cual contradice parcialmente la topologia filogenémica
del cloroplasto, ya que alli se expresa que S. villosa y S. microcephala deberian catalogarse
como especies divergentes tempranas; tal como lo expresa Fernandez-Mazuecos et al. (2020),
afiadiendo a S. affinis segun la filogenia nuclear, que coincide con la del cloroplasto para los

especimenes de S. affinis de Isabela, tnicamente.

Tomando en cuenta que los haplotipos mas recientes tendrian una asociacion
geografica mas restringida y los mas antiguos una distribucién mas amplia, se puede interpretar
gue los haplotipos que establecen mas conexiones interespecificas desde una posicién central,
serian los mas antiguos (S. crockeri, S. baurii, S. pedunculata, S. crockeri aspera, S. divisa, S
affinis, S. cordata, S. cfr retroflexa) (Schaal et al., 2003). Considerando que Schilling et al.
(1994) estimaron que el tiempo de divergencia desde Pappobolus (género hermano mas
cercano) hasta Scalesia fue entre 1.9 a 6.3 millones de afios, al comparar fragmentos del ADN
del cloroplasto de S. pedunculata; la posicién central de los haplotipos de S. pedunculata, S.
crockeri, S. divisa, y S. affinis fue congruente con la edad de las islas mas antiguas que
albergan a Scalesia, como es el caso de San Cristébal (2.4 a 4.0 millones de afios), Santa
Cruz (1.1 a 2.3 millones de afios) y Floreana (1.5 a 2.3 millones de afos) (Fernandez-
Mazuecos et al., 2020). Esto fue consistente con la filogenia nuclear, ya que se comprobé que
S. pedunculata de San Cristdbal, Santa Cruz y Floreana entran en el rango de tiempo en el cual
se produjo la especiacion del genoma del cloroplasto de S. pedunculata; sin embargo S.

pedunculata de Santiago (0.8 a 1.4 millones de afios) es la excepcién (Ferndndez-Mazuecos et
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al., 2020). Esto sugiere un posible evento de hibridacién al comparar la topologia del genoma
nuclear con la de nuestro estudio, ya que S. pedunculata de la isla Santiago y S. stewartii de
Bartolomé y Santiago, se agruparon en un clado exclusivo (sexto clado del arbol filogenético
del genoma del cloroplasto). Las poblaciones de S. stewartii de Bartolomé y Santiago
presentaron una distancia de 1.86 kilometros entre si, y 21.74 kildmetros entre la poblacién de
S. pedunculata, de acuerdo a las coordenadas de geolocalizacion tomadas cuando se realizo el
muestreo. Por ello, al estar tan cercanas y agruparse en un solo clado sin individuos de otras
islas, es plausible que se hayan presentado eventos de hibridacion entre ambas especies.
Sobre todo cuando, en la topologia de Fernandez-Mazuecos et al. (2020), S. stewartii aparece
como especie hermana de S. atractyloides (no considerada en nuestro estudio), la cual es
endémica de la isla Santiago (Cerca et al., 2022), haciendo evidente que tanto en el genoma
nuclear como en el genoma del cloroplasto, las especies de esta isla tienden a tener un
parentesco, el cual se puede explicar aduciendo especiacion alopatrica, ya que es la

caracteristica comun de todo el género Scalesia (Itow, 1995).

Se evidencié que los especimenes catalogados en el muestreo como hibridos por su
morfologia (S. crockeri aspera y S. incisa divisa), de acuerdo a los botanicos de la UCPH, o los
especimenes de S. cfr retroflexa, tienen muchas conexiones dentro de la red de haplotipos e
incluso comparten haplotipo con S. affinis y S. crockeri, en el caso de S. crockeri aspera (de
manera independiente, es decir, no los tres en un mismo haplotipo); con S. incisa en el caso de
S. incisa divisa; y con S. divisa, y S. affinis y S. retroflexa, en el caso de S. cfr retroflexa (de
manera independiente), los cuales podrian ser los primeros indicios de hibridacién. Cabe
recalcar que, estos haplotipos compartidos también se evidenciaron entre poblaciones de
especies confirmadas como S. pedunculata (HALM25, HAMP 30 y HAMP36) y S. divisa

(HALM11).
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En la red de haplotipos se evidencié que las poblaciones de una misma especie,
establecieron relacion con haplotipos de otras especies 0 con especimenes morfolégicamente
hibridos, en varias zonas de la red, como es el caso de S. divisa, con S. pedunculata, S. incisa,
S. cordata, S. helleri, y S. baurii; 0 S. affinis, con S. retroflexa, S. cfr retroflexa, S. crockeri
aspera; o S. pedunculata con S. crockeri, S. stewartii, y S. baurii; por citar tres ejemplos. Esto
no necesariamente significa que se comprueban eventos de hibridaciéon dentro del genoma del
cloroplasto, pero marca un punto de partida para estudios mas profundos; ya que es crucial
evaluar la confiabilidad de la filogenia o red de haplotipos para que su construccion no se vea
afectada por sesgos de muestreo que induzcan malas estimaciones, y en consecuencia, una

incorrecta inferencia de la historia evolutiva (Paradis, 2018).

En nuestro estudio, existieron especies de Scalesia que contaron con mas poblaciones
muestreadas por localidad que otras, como es el caso de S. divisa (HALM11, HALM12 y
HALM19), S. incisa (HAMP40 y HALM20), S. crockeri (HALM39 y HAMP5), S. crockeri aspera
(HALM8 y HAMP?7), S. affinis (HAMP10 y HAMP4), S. baurii subsp. hopkinsii (SLAM27 y
SLAM20), y S. cordata (HALM53 y HALM44). Segun Maddison & Knowles (2006), la
reconstruccion de la filogenia de una especie se ve afectada por el nUmero de individuos
muestreados por especie; en nuestro caso, esto podria explicar las incongruencias entre la
topologia del genoma del cloroplasto y la del genoma nuclear, catalogadas como eventos de
hibridacion, ya que Fernandez-Mazuecos et al. (2020) tiene muy pocos especimenes
muestreados para su estudio si se lo compara con el nuestro (35 individuos en total para las 15

especies de Scalesia, frente a 328 individuos en nuestra investigacion).

En términos generales, la red de haplotipos se mostré congruente con la topologia
establecida por el arbol filogenético (salvo ciertas excepciones relacionadas con la

temporalidad de la divergencia), y la distribucion de los especimenes en los clados; mientras
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gue las distancias genéticas calculadas no arrojaron mucha informacién relevante para inferir
procesos de hibridacion. Esto se comprueba al analizar que poblaciones geograficamente
distantes como S. divisa (HALM12) de la isla San Cristébal, que se agrupa con S. microcephala
y S. cordata de la isla Isabela, tanto en la red de haplotipos como en el arbol filogenético, o
especies que no se agrupan en absoluto como S. villosa y S. baurii, por citar unos ejemplos,
tienen distancias genéticas muy similares, promediando en general un valor de 0,000279%, el
cual se asemeja al valor de otros estudios en los cuales se midio las distancias genéticas de
géneros de plantas que albergan méas de 100 especies, y cuyos valores oscilan entre 0,0002%
y 0,006% (Li et al., 2018; Song et al., 2022). Segun Jiao & Guo (2014), esto se debe a que
tanto el contenido genético, como el orden de los genes en los genomas de cloroplastos se
conservan generalmente durante el largo periodo evolutivo. La distancia genética entre las
secuencias de diferentes especies puede ser utilizada estadisticamente para distinguir los
fendmenos de hibridacién frente a ILS, entendiéndose que el tiempo de divergencia entre
eventos de hibridacion es menor que entre ILS (Joly et al., 2009). En este estudio no fue
posible establecer esa diferencia debido a que las distancias genéticas entre las secuencias de

estudio tienden a cero.

Es necesario precisar que, S. crockeri aspera, morfolégicamente catalogada como
hibrida, también evidencidé un comportamiento polifilético, y se vio mas emparentada con S.
affinis, S. retroflexa y S. helleri, que con S. crockeri y S. aspera luego del analisis de su genoma
del cloroplasto. En contraste, S. incisa divisa, no present6 indicios de polifilia, y si se comprob6
su descendencia de S. incisa y S. divisa. Cabe resaltar que, no se incluyo a la especie S.
atractyloides debido a la falta de disponibilidad de las secuencias para ensamblar el genoma

del cloroplasto.
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Por dltimo, al analizar que el arbol filogenético de Ferndndez-Mazuecos et al. (2020)
tiene los clados bien diferenciados, mientras que los clados de la filogenia del genoma del
cloroplasto se conforman con varias especies incluso de distintas islas (exceptuando el clado
de S. villosa y S. affinis), es posible que tengamos un problema de baja cobertura o resolucién
de las secuencias (Folk et al., 2017) en las lecturas polimérficas de las secuencias genémicas
del cloroplasto de Scalesia (Pollard et al., 2006), ya que se recomienda un cobertura de al
menos 20x o 30x para tener ensamblajes de organelos, como el cloroplasto, que sean precisos

(Dierckxsens et al., 2017; Wang et al., 2018).
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Conclusiones

Se consiguioé ensamblar un total de 335 secuencias gendémicas, las cuales incluyeron
las siguientes especies del género Scalesia: S. affinis, S. aspera, S. baurii, S. cordata, S.
crockeri, S. divisa, S. gordilloi, S. helleri, S. incisa, S. microcephala, S. pedunculata, S.
retroflexa, S. stewartii, y S. villosa. También se incluy6 a las especies morfolégicamente
hibridas S. cfr retroflexa, S. crockeri aspera y S. incisa divisa; y al grupo externo de las
siguientes especies: S. sericeus, P. ecuadoriensis, P. juncosae, P. nigrescens, P. hypargyreus,
y P. lehmanii. Se utiliz6 como semilla a S. gordilloi y S. incisa en el programa Novoplasty v4.2
para ensamblar genomas de un tamafio promedio de 130.891 pb con una desviacion estandar

de 7.236 pb.

Se diagram¢ la filogenia del genoma del cloroplasto del género Scalesia con las
especies antes descritas utilizando el programa 1Q-TREE v2.1.3. Ademas, se construy6 una red
de haplotipos con el programa TCS. Tanto el arbol filogenético, como la red de haplotipos
permitieron evidenciar el comportamiento polifilético de las especies S. affinis, S. baurii, S.
crockeri, S. divisa, S. incisa, S. pedunculata, y S. retroflexa, al encontrarse en varios clados del
arbol o al establecerse como haplotipos en varias regiones de la red, con distintas especies en
ambos casos. Por otro lado, las distancias genéticas de todas las especies sometidas al
estudio fueron muy pequefas, con un promedio general de 0,000279%, lo cual demostr6 que

todas las especies se encontraron estrechamente relacionadas.

Se encontraron diferencias entre la filogenia del genoma del cloroplasto y el genoma
nuclear, en cuanto a la temporalidad de divergencia de las especies y las asociaciones que
entre ellas establecen. Las especies divergentes tempranas del arbol filogenético del genoma
del cloroplasto fueron S. villosa, S. cordata y S. microcephala y las especies divergentes tardias

fueron S. pedunculata, S. baurii, S. divisa, y S. stewartii; mientras que Fernandez-Mazuecos et
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al. (2020) ubic6 como divergentes tempranas, ademas de las especies de nuestro estudio, a S.
affinis y S. stewartii; y como divergentes tardias a S. pedunculata, S. baurii, S. gordilloi, S.

divisa, S. incisa.

Los eventos de hibridacion fueron analizados con base en la comparacion de la
filogenia del genoma nuclear establecida por Fernandez-Mazuecos et al. (2020) y la filogenia
del genoma del cloroplasto y la red de haplotipos desarrollada en el actual estudio; es asi que,
se infirié eventos de hibridacién en las especies catalogadas como polifiléticas, es decir, S.
affinis, S. baurii, S. crockeri, S. divisa, S. pedunculata, y S. retroflexa, de acuerdo a bibliografia.
De igual manera, en la red de haplotipos, las especies que compartieron haplotipos con otras
especies (haplotipos interespecificos), como es el caso de S. pedunculata y S. divisa, se
catalogaron como hibridos. Por otro lado, las poblaciones de una misma especie que
evidenciaron emparentarse con poblaciones de otras especies en varias zonas de la red de
haplotipos, como es el caso de S. divisa, con S. pedunculata, S. incisa, S. cordata, S. helleri, y
S. baurii; 0 S. affinis, con S. retroflexa, o S. pedunculata con S. crockeri, S. stewartii, y S. baurii;
podrian indicar eventos de hibridacién, sin embargo, es necesario estudios mas especificos al
respecto, ya que los ILS también pueden explicar las incongruencias detectadas en ambas

topologias.

En conclusion, se comprobd la hipétesis del estudio respecto a que la filogenia obtenida
mediante el genoma del cloroplasto del género Scalesia endémico de las islas Galapagos,
permite establecer la presencia de hibridacion entre sus especies, interpretando que los
procesos evolutivos producto del flujo genético contindan divergiendo hacia nuevas
especiaciones en islas no pobladas, o hacia la perdida de linajes puros producto del
desplazamiento de las poblaciones por el desarrollo urbano en Galapagos y la injerencia de las

especies invasoras en islas pobladas. Esto conlleva a diagramar planes de accién técnicos que
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permitan mitigar el impacto ambiental y priorizar la conservacién, para que los procesos
evolutivos naturales, aln en marcha en Galapagos, no se vean alterados. Ademas, esta
investigacion establece un punto de partida en la era gendmica para investigar la radiacion
evolutiva de los tres géneros endémicos de Asteraceas restantes (Lecocarpus,
Darwiniothamnus, Macraea) y entender cual fue el patron de endemismo dentro de la familia

Asteraceae en las islas Galadpagos.
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Recomendaciones
Incluir a S. atractyloides en el estudio de la filogenia del genoma del cloroplasto del

género Scalesia.

Realizar un arbol de inferencia bayesiana y uno de maxima verosimilitud para comparar

los resultados obtenidos.

Plantear un estudio filogenético de los genes mas conservados del genoma del

cloroplasto.

Desarrollar una investigacion en la cual se mantenga el mismo namero de poblaciones

muestreadas y el mismo niamero de muestra por poblacion para cada especie de Scalesia.

Comparar los especimenes catalogados como hibridos desde la UCPH con los
almacenados en el herbario de la Estacion Cientifica Charles Darwin, y contrastar su
clasificacién como hibridos de acuerdo a caracteres morfoldgicos utilizando claves

taxonoémicas.

Utilizar una cobertura mas profunda de al menos 30x para las secuencias genémicas y

trabajar con las 15 especies de Scalesia sin contemplar los especimenes hibridos.

Realizar una filogenia de los especimenes catalogados como hibridos y de las

poblaciones hibridas a lo largo del archipiélago.

Incluir pruebas de hibridacion en los estudios de filogenia del genoma del cloroplasto.
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