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RESUMEN

El presente trabajo fin de grado (TFG) se centra en la aplicacion de marcadores de ADN para
evaluar la diversidad y diferenciacion genética de la especie Daphne gnidium en areas
costeras insulares protegidas del Parque Nacional Illas Atlanticas y areas continentales

atlanticas de Galicia (Rias Baixas), donde no existen datos genéticos previos.

Daphne gnidium (familia Thymelaeaceae), es un arbusto perenne coninterés medicinaly de
conservacion, principalmente distribuida en el Mediterraneo. Ante la ausencia de
marcadores especificos de ADN para esta especie, el analisis poblacional se abordé
mediante la puesta a punto de un panel de marcadores microsatélite, previamente
descritos en la especie congenérica D. rodriguezii, y a través del estudio de polimorfismos

de un solo nucleétido (SNPs) obtenidos por tecnologias de genotipado.

En las areas de estudio se recolectaron muestras foliares de aproximadamente 20 plantas
por localidad. Se realizd la extracciéon de ADN y la amplificacién cruzada de 9 loci
microsatélite aislados en D. rodriguezii, optimizando las condiciones de amplificacién
multiplex, aunque con baja tasa final de loci informativos. Ademas, se realizé la
caracterizacion de un panel de marcadores de tipo SNP generados mediante analisis

gendmicos en D. gnidium.

Los marcadores seleccionados se analizaron para evaluar los niveles de diversidad y
diferenciacion genética entre las poblaciones continentales e insulares. Los resultados
mostraron una distribucion heterogénea de la diversidad, con mayores valores en algunas
localidades respecto a otras menos variables, sugiriendo efectos de aislamiento y deriva
genética. El andlisis de SNPs indicé una mayor diferenciacién interpoblacional y
estructuracion diferenciando dos grupos de localidades insulares en relacion al area

continental.

Estos resultados permitieron obtener por primera vez datos sobre la diversidad y estructura

genéticade D. gnidium en las localidades estudiadas, proporcionando informacién util para
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su conservacion y gestidon, en el marco de un programa de restauraciéon de habitats

insulares atlanticos.

Palabras clave: Daphne gnidium, marcadores genéticos, microsatélites, SNP, diversidad

genética, diferenciacion genética.

RESUMO

O presente traballo de finde grado (TFG) céntrase na aplicacién de marcadores de ADN para
avaliar a diversidade e diferenciacién xenética da especie Daphne gnidium en &areas
costeiras illeiras protexidas do Parque Nacional Illas Atlanticas e areas continentais

atlanticas de Galicia (Rias Baixas), onde non existen datos xenéticos previos.

Daphne gnidium (familia Thymelaeaceae) é un arbusto perenne con interese medicinal e
de conservacion, principalmente distribuido no Mediterraneo. Ante a ausencia de
marcadores especificos de ADN para esta especie, a analise poboacional abordouse
mediante a posta a punto dun panel de marcadores microsatélite, previamente descritos
na especie conxénere D. rodriguezii, e a través do estudo de polimorfismos dun so

nucledtido (SNPs) obtidos por tecnoloxias de xenotipado.

Nas areas de estudo recolléronse mostras foliares de aproximadamente 20 plantas por
localidade. Realizouse a extraccion de ADN e a amplificacion cruzada de 9 loci
microsatélite illados en D. rodriguezii, optimizando as condicions de amplificacion
multiplex, ainda que cunha baixa taxa final de loci informativos. Ademais, realizouse a
caracterizacion dun panel de marcadores de tipo SNP xerados mediante analises

xenémicas en D. gnidium.

Os marcadores seleccionados analizaronse para avaliar os niveis de diversidade e
diferenciacién xenética entre as poboacidéns continentais e illeiras. Os resultados
mostraron unha distribucidén heteroxénea da diversidade, con maiores valores nalguns

lugares respecto a outros menos variables, suxirindo efectos de illamento e deriva xenética.
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A analise de SNPs indicou unha maior diferenciacién interpoblacional e estruturacion que

diferenciaba dous grupos de lugares illeiros en relacion a area continental.

Estes resultados permitiron obter por primeira vez datos sobre a diversidade e estrutura
xenética de D. gnidium nos lugares estudados, proporcionando informacidn Gtil para a sua
conservacion e xestion, no marco dun programa de restauracion de habitats atlanticos

illeiros.

Palabras clave: Daphne gnidium, marcadores xenéticos, microsatélites, SNP, diversidade

xenética, diferenciacidn xenética.

ABSTRACT

The present bachelor's thesis (TFG) focuses on the application of DNA markers to evaluate
the genetic diversity and differentiation of the species Daphne gnidium in the protected
coastalinsular areas of the Atlantic Islands National Park and the Atlantic continental areas

of Galicia (Rias Baixas), where there are no previous genetic data.

Daphne gnidium (Thymelaeaceae family), is a perennial shrub with medicinal and
conservation interest, mainly distributed in the Mediterranean region. Due to the absence of
specific DNA markers for this species, the population analysis was approached by
developing a panel of microsatellite markers, previously described in the congeneric
species D. rodriguezii, and through the study of single nucleotide polymorphisms (SNPs)

obtained using genotyping technologies.

Leaf samples were collected from approximately 20 plants per locality in the study areas.
DNA extraction and cross-amplification of 9 microsatellite lociisolated in D. rodriguezii were
performed, optimizing the multiplex amplification conditions, although with a low final rate
of informative loci. Additionally, a panel of SNP-type markers generated through genomic

analyses in D. gnidium was characterized.
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The selected markers were analyzed to evaluate the levels of genetic diversity and
differentiation between the continental and insular populations. The results showed a
heterogeneous distribution of diversity, with higher values in some localities compared to
others with less variability, suggesting effects of isolation and genetic drift. The SNP analysis
indicated a greater interpopulation differentiation and structuring, differentiating two

groups of insular localities in relation to the continental area.

These results allowed obtaining, for the first time, data on the genetic diversity and structure
of D. gnidium in the studied localities, providing useful information for its conservation and

management, within the framework of a restoration program for Atlantic insular habitats.

Keywords: Daphne gnidium, genetic markers, microsatellites, SNP, genetic diversity,

genetic differentiation.

1.INTRODUCCION

1.1 Daphne gnidium

La especie Daphne gnidium, denominada torvisco, es un arbusto perteneciente a la familia
de las timelaceas, la cual comprende unos 50 géneros y 500 especies. Su encuadre

taxondmico es el siguiente:

. Reino: Plantae
o Filo: Estreptofita
= Clase: Magnoliopsida
e Orden: Malvales
o Familia: Thymelaeaceae
= Género: Daphne
e Especie: Daphne gnidium

Existen numerosas discrepancias respecto al niumero de especies que comprende el
género Daphne, consecuencia de una falta de un estudio filogenético integral del género,
delelevado numero de especiesy de la escasez de caracteres morfoldgicos distintivos para

delimitar las distintas especies (Banerjee et al., 2022). Dicha diversidad es destacable en

7
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Asia, especialmente en China. Por otra parte, Europa alberga unas diecisiete especies, diez
de las cuales se distribuyen geograficamente en el Mediterraneo incluyendo la especie

objeto de estudio, D. gnidium (Ramos-Capodn et al., 2024).

En D. gnidium se reconocen tres subespecies: D. gnhidium subsp. gnidio, D. gnidium subsp.
mauritanica y D. gnidium subsp. maritima, cada una de las cuales con caracteristicas
diferentes y distribuciones geograficas especificas. No obstante, la circunscripcion
infraespecifica del género, al ser polifilética, sigue siendo motivo de debate entre los

taxonomistas (Ramos-Capdn et al., 2024).

D. gnidium es una planta ampliamente distribuida a distinta altitud en areas suratlanticas
mediterraneas, en el sur de Europa, en areas templadas y subtropicales de Asia, y el Norte
de Africa (Fig. 1). Se extiende desde la Peninsula Ibérica hasta Grecia, incluyendo las Islas
Canarias y, en mayor medida, las Islas Baleares. En estas ultimas, la especie puede
encontrarse principalmente en habitats abiertos de las zonas oeste y central del
archipiélago. Crece en regiones aridas con escasas precipitaciones y a menudo se
encuentra en las zonas de matorral y sotobosque y en las zonas costeras. Presenta gran
capacidad de revegetacién de areas danadas como incendios o erosidn (Khouchlaa et al.,

2021).

Distribution of D. gnidium
A Collected samples of D. gnidium subsp. mauritanica
QO Collected samples of D. gnidium subsp. gnidium

Collected sample of D. gnidium subsp. maritima

Figura 1. Rango de distribucién de D. gnidium (magenta). Fuente: Ramos-Capdn et al. (2024).
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El torvisco es una especie diploide (2n=18), de interés medicinal y de conservacion. Es
conocida popularmente como ‘matagallinas’ porque su corteza produce una especie de
resina que, al contacto con la piel o las mucosas, provoca una fuerte irritacidon y sus frutos,

una especie de baya, son altamente téxicos.

D. gnidium es un arbusto que puede alcanzar los dos metros de altura, de tipo esclerdfilo,
es decir, se caracteriza por la presencia de hojas pequefas, perennes, gruesas, duras y
coriaceas, permitiendo adaptarse a climas secos y calidos (Fig. 2). La dureza de sus hojas
se debe a una cuticula gruesa y a una epidermis con células escleréticas. Sus flores
hermafroditas son tubulares y de color crema localizadas en la parte apical de las nuevas
ramas con un olor dulce y son polinizados por insectos. Florece de julio a noviembre y sus
flores tienen una vida corta de unos 3-4 dias. Los frutos son bayas rojo-anaranjadas,
carnosas, con una sola semilla. Maduran hasta diciembre y cada arbusto produce un

promedio de 250 frutos (Khouchlaa et al., 2021).

Figura. 2. A: Bayas de Daphne gnidium L. Fuente: © Pablo Vargas | R/IB-CSIC . B: Planta florada de
Daphne Gidium L. Fuente: LIFE INSULAR, IBADER.

Los estudios etnobotanicos han resaltado la relevancia de D. gnidium en la medicina
tradicional, debido a los diversos usos terapéuticos de sus diferentes partes, que varian
segun la ubicacion geografica de la planta. Estos usos medicinales tradicionales resaltan la

importancia de conservary estudiar esta especie vegetal con interés farmacolégico.

Las hojas son la parte mas utilizada, con propiedades farmacolégicas, médicas y

cosméticas especificas seglin laregion de origen. En Marruecos se emplean para el cuidado
9
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del cabello y, junto con la corteza, se utilizan ante problemas dermatoldgicos y como
hipoglucemiantes para tratar la diabetes. En Argelia, se usa ante crisis nerviosas, contra
dolores reumaticos y musculares, y como antiinflamatorio. En Tunez las hojas se
prescriben para tratar el cancer de piel mientras que en lItalia se utilizan como
antiparasitario y remedio gastrointestinal. Ademas, en lineas generales, las partes aéreas
poseen propiedades antiinflamatorias Utiles para la odontalgia. Por otra parte, en Espanfa,
las raices y ramas se usan como insecticida, las flores para enfermedades cutaneas, y los

frutos contra infecciones gastrointestinales (Khouchlaa et al., 2021).
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Figura 3. Representacion de algunas actividades biolégicas probadas por diferentes extractos de D.
gnidium. Fuente: El Mouzazi et al. (2023).
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Investigaciones farmacoldgicas han demostrado que la presencia de ciertos compuestos
fitoquimicos en aceites esenciales y extractos de la especie son responsables de los
efectos bioldgicos de la especie, sugiriendo su uso como fuente de moléculas interesantes
para aplicaciones futuras en medicina y cosmética. Algunos de estos efectos son:
antifungico, antibacteriano, antigenotoxico, antioxidante, antitumoral, antiviral, hemolitico,
antiinflamatorio, inmunomodulador, neuroprotector, contra el dafo epidérmico,

alelopatico, insecticida y efectos inhibitorios de corrosion (Fig. 3). Los compuestos

10
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fitoquimicos son sustancias quimicas naturales responsables del color, sabor, aroma y
textura que presentan las plantas. Son variables en funcion del origen de la planta, lo que
puede explicar las diferentes aplicaciones farmacoldgicas entre distintos ejemplares (El
Mouzazi et al., 2023). Algunos de estos compuestos presentes en D. gnhidium son
terpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos grasos y alcanos, destacando como grupo

principal los flavonoides (Fig.4).

Number of compounds

Figura 4. Principales compuestos bioactivos encontrados en D. gnidium. Fuente: El Mouzazi et al.
(2023).

1.2 Marcadores moleculares

El desarrollo de marcadores moleculares ha sido fundamental para los estudios de
genética poblacional, ya que permiten investigar la variabilidad genética y la endogamia,
entre otras aplicaciones. Los marcadores moleculares de ADN son los mas utilizados,
correspondiéndose a segmentos gendmicos ubicados en cromosomas (loci) y cuya
herencia se puede rastrear, representando una de las herramientas mas eficaces para el
estudio de la variacion genética y la diversidad bioldgica. Estos marcadores pueden ser de
herencia dominante o codominante (permite diferenciar entre individuos homocigotos y
heterocigotos) y neutrales (sus variantes no suponen un cambio fenotipico o metabdlico) o
no neutrales (producen un cambioy, por lo tanto, sometido a seleccidon). Ademas, factores
como su abundancia, reproducibilidad, polimorfismo y bajo coste han contribuido a la
creciente difusidn y utilizacidon de estos marcadores en diversas investigaciones (Pierce et

al., 2021).

11
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Los marcadores moleculares de ADN mas utilizados en los ultimos afios son los
microsatélites, también conocidos como SSRs (Repeticion de Secuencias Simples; Jacob
et al., 1991) o STRs (Repeticiones Cortas en Tandem; Craig, 1993), junto con los
polimorfismos de un solo nucledtido (single nucleotide polimorphim, SNP). Estos
marcadores se utilizan con frecuencia en genética de poblaciones para estudiar la
estructura y la dindmica de estas, ya sea para analisis de diversidad genética entre
individuos de una misma poblacidn, el flujo genético entre poblaciones de la misma especie

o para la identificacién individual y construccion de la historia evolutiva de una especie.

Los marcadores microsatélites son regiones del ADN que contienen repeticiones en
tandem de secuencias cortas (de 1 a 6 nucledtidos). Se caracterizan por su herencia
codominante y su elevado polimorfismo debido a su alta tasa de mutacién bastante
variable (Zimmerman et al., 2020), entre 10 2y 10 por locus y por generacion (Ellegren,
2000). Ademas, pueden ser facilmente analizados mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) incluso partiendo de ADN degradado, a un coste muy bajo, son muy
reproducibles, ampliamente transferibles entre especies relacionadas e incluso entre
géneros al presentar regiones adyacentes altamente conservadas y haber acceso a las
secuencias de los cebadores utilizados para su amplificaciéon mediante PCR en bases de

datos publicas (Pierce et al., 2021).

La principal limitacion de los marcadores microsatélites radica en la necesidad de conocer
previamente la secuencia de nucleodtidos que los flanquea, a fin de poder disehar los
cebadores para su amplificacion. En especies sin un conocimiento genémico previo es
necesario aislarlos de novo mediante librerias enriquecidas en estos motivos (Zane et al.,
2002) mediante tecnologias de nueva secuenciacidon o utilizar marcadores aislados en
especies relacionadas para testar su amplificacién cruzada (Garcia-Verdugo et al., 2019).
Asimismo, el uso de distintos equipos y la subjetividad en el establecimiento de los
tamanos alélicos entre diferentes laboratorios puede afectar a la estandarizacion del
genotipado, lo que constituye otro desafio en el uso de estos marcadores (Zimmerman et

al., 2020).
12
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Los marcadores SNPs son variaciones de un solo nucledtido. Dado que el ADN contiene
cuatro nucleétidos (adenina, guanina, citosina y timina), un SNP como maximo tendra
cuatro alelos. No obstante, la mayoria de los SNPs son bialélicos y los mas frecuentes son
los que corresponden al cambio de una base purica por otra o de una pirimidinica por otra,
A/G o C/T, respectivamente. Lareducida diversidad alélica por locus de los SNPs determina
que sean menos informativos a nivel individual frente a los microsatélites, en general
altamente polimdrficos (Zimmerman et al., 2020), por lo que se necesitan mayores
conjuntos de SNPs para obtener unos resultados con alto potencial informativo (Garcia-
Verdugo et al., 2019). Los SNPs son las variaciones genéticas mas comunes ampliamente

distribuidos a través del genoma.

Debido a la abundancia y estabilidad de estos marcadores, las estimas de los parametros
poblacionales son mas precisas que con microsatélites, lo que se traduce en un mejor
ajuste del nivel de diversidad poblacional (Brookes, 1999). Ademas, el desarrollo de
técnicas genémicas ha facilitado la deteccidon y genotipado de grandes conjuntos de SNPs
en especies no modelo lo que ha extendido su uso en los ultimos anos (Pérez-Gonzalez et
al., 2023). Las técnicas de genotipado por secuenciacion que aplican la secuenciacion
masiva a librerias de representacion reducida, se basan en la secuenciacién de un pequefio
porcentaje de ADN asociada al sitio de restriccion (Restriction-site Associated DNA
sequencing; RAD-seq) mediante el uso de endonucleasas para fragmentar el genoma. La
amplificacion por PCR y la secuenciacion de estos fragmentos generados permite la
identificacién y genotipado de miles de loci con SNPs Uutiles para el andlisis genético

poblacional sin necesidad de conocimiento gendmico previo (Chambers et al., 2023).

Por lo tanto, aunque los resultados obtenidos con distintos tipos de marcadores pueden
resultar similares, los SNPs se presentan como una alternativa para obtener una evaluacion
mas precisa de la diversidad y diferenciacion genética a escala gendmica de la especie de

interés (Zimmerman et al., 2020).

13
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1.3 Estudios genéticos previos

Estudios filogenéticos previos describen la incertidumbre taxondmica a nivel
infraespecifico donde el numero de especies del género Daphne oscila entre las 42
especies reconocidas en los aios 70y las 97 recientemente aceptadas (POWO, 2024). Esta
falta de consenso se debe principalmente a la ausencia de un estudio filogenético integral
del género y a la escasez de caracteres morfolégicos claros para delimitar las especies

(Ramos-Capon et al., 2024).

A pesar de ello, D. gnidum, al ser una especie que muestra rasgos del sindrome esclerdfilo
(hojas coriaceas, flores discretas, frutos carnosos), se considera un candidato apropiado
para evaluar la hipdtesis de que los linajes con este sindrome experimentaron bajas tasas
de especiacion tras el establecimiento del clima mediterraneo (Rubio de Casas, 2006;

Ramos-Capédn et al., 2024).

En Ramos-Capodn et al. (2024) se realizé un analisis filogenético a nivel de género Daphney
de la familia Thymelaeaceae utilizando secuencias de ADN nuclear (ITS: Internal
Transcribed Spacer) y cloroplastidico (trnV: transfer RNA of Valine, rps16: small ribosomal
proteins). Los resultados revelaron que la circunscripcion actual del género es polifilética,
con algunas especies anidadas dentro de otros géneros. Ademas, el analisis filogeografico
demostrdé una baja diferenciacidon genética de D. gnidium gnidium y D. gnidium maritima a
pesar de su amplio rango de distribucidon, apoyando la hipdtesis del sindrome escleréfilo

sin signos de especiacion tras la implantacién del clima mediterraneo.

El analisis de los recursos genéticos desempena un papel fundamental en la evaluaciény
conservacion de la diversidad biolégica. El conocimiento de los niveles de diversidad intra
e interpoblaciones y su distribucidon geografica, es fundamental para disenar estrategias
adecuadas de manejo y conservacion (Bouza et al., 2023). Estos programas se centran en
el analisis de diversidad genética y caracterizacion de los recursos genéticos (Garcia-

Verdugo et al., 2015). Esto es importante en los limites de la distribuciéon de las especies,
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donde las poblaciones suelen presentar una menor diversidad genéticay mayor divergencia

con respecto a poblaciones centrales (Bouza et al., 2023).

Asimismo, la disminucién del tamano efectivo de las poblaciones y la pérdida de
conectividad pueden derivar en una disminucién de la diversidad genética, haciéndolas
mas susceptibles a los efectos de la endogamia y deriva genética (Bouza et al., 2023). Por
lo tanto, es necesario considerar estos factores al implementar medidas de conservacion,
como las translocaciones de individuos, para evitar riesgos como la saturacion genética o

la pérdida de genotipos uUnicos.

Se ha descrito de forma generalizada que las poblaciones insulares presentaban una menor
diversidad genética en comparacion con las poblaciones continentales. Esta observacion
se ha relacionado con el aislamiento geografico de las islas que favorece la pérdida de
variabilidad genética. Sin embargo, estudios recientes han revisado esta hipotesis,
revelando que existen multiples factores que influyen en los niveles de diversidad genética
de las poblaciones insulares (Garcia-Verdugo et al., 2015). Los anélisis realizados por
Garcia-Verdugo et al. (2015) sobre Periploca laevigata en el archipiélago canario, no
detectaron la existencia de un patrén generalizado que mostrara diferencias significativas
en los niveles de diversidad genética entre poblaciones insulares y continentales. Esto
sugiere que, si bien no se puede establecer una regla general, algunas poblaciones

insulares pueden presentar una variacion genética menor que las continentales.

Las comparaciones directas de estimaciones de diversidad genética entre poblaciones
continentales e insulares se han convertido en el enfoque mas utilizado para evaluar los
niveles de diversidad genética en las islas. Estas comparaciones permiten identificar los
factores que modulan la diversidad, como la capacidad de dispersion de las especies o la

distancia al continente (Garcia-Verdugo et al., 2015).

Los efectos de los factores ambientales suelen ser mas determinantes en las poblaciones
aisladas, como es el caso de las especies insulares. Debido a que estas poblaciones
presentan una menor diversidad genética y un mayor grado de diferenciacion, se vuelven
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mas susceptibles a los cambios ambientales (Bouza et al., 2023). No obstante, esta
situacién también puede dar lugar al desarrollo de adaptaciones Unicas, lo que resalta la

importancia de estas poblaciones para la conservacion.

Enelcasodelaespecie D. gnhidium, se ha estudiado su biologia reproductiva con el objetivo
de identificar los factores responsables de la baja produccién de frutos observada
(Roccotiello et al., 2009). Los resultados sugieren que los polinizadores no desempefan un
papel crucial en el sistema de reproduccidon de esta especie, y que el desarrollo del
gametofito femenino puede detenerse en diferentes etapas, posiblemente como un
mecanismo para evitar la autopolinizacién. Estos hallazgos apuntan a un proceso evolutivo
hacia una andromonoecia o androdioicismo funcional en D. gnidium, aunque se requieren

mas investigaciones para confirmar esta hipétesis.

Adicionalmente, en un estudio sobre la especie congenérica, Daphne rodriguezii, se han
caracterizado un conjunto de marcadores moleculares microsatélite (Garcia-Verdugo et
al.,2019). Estos marcadores han demostrado ser una herramienta poderosay rentable para
detectar niveles sustanciales de variacién genética, incluso en poblaciones pequenas.
Ademas, se ha evaluado la amplificacién cruzada de estos loci en especies estrechamente
relacionadas, como D. gnidium, indicando que estos marcadores pueden ser facilmente

aplicados en estudios genéticos poblacionales de otras especies del género Daphne.

El analisis de los recursos genéticos desempena un papel fundamental en la evaluaciény
conservacion de la diversidad biolégica. Aunque la hipdtesis de una menor diversidad
genética en las poblaciones insulares no se ha confirmado de manera generalizada, existen
casos en los que estas poblaciones presentan niveles mas bajos de diversidad. La
comprension de los factores que modulan la diversidad genética, tanto en las islas como
en los continentes, es crucial para disefar estrategias de conservacion efectivas y

garantizar la supervivencia a largo plazo de las especies.
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2.0BJETIVOS

El presente trabajo fin de grado se desarrolla en el marco de un proyecto de restauracion de
habitats insulares en el océano Atlantico. En este contexto, este estudio se centra en el
analisis genético de poblaciones de Daphne gnidium ubicadas en areas continentales de
las Rias Baixas gallegas y en areas costeras insulares protegidas, como el Parque Nacional
Illas Atlanticas, donde no existen datos genéticos previos sobre esta especie.

En este contexto los objetivos que se han planteado en el presente trabajo han sido:

1. Puesta a punto de un panel de marcadores microsatélites mediante amplificacién
cruzada.

2. Caracterizacion de un amplio conjunto de marcadores SNP obtenidos mediante
analisis gendmico.

3. Realizar un analisis de diversidad, diferenciacién genética y estructura poblacional,
mediante marcadores microsatélites y SNPs, en muestras poblacionales de areas
costeras insulares y continentales atlanticas de Galicia, para aportar/generar
informacién util de cara a apoyar acciones de gestiony conservacion de los recursos

genéticos de Daphne gnidium.

3.MATERIAL Y METODOS

3.1 Material bioldgico

El material biolégico empleado para llevar a cabo el presente estudio de D. ghidium se ha
obtenido en un muestreo representativo aleatorio en 3 localidades insulares protegidas
(Parque Nacional de Illas Atlanticas de Galicia) y en 3 areas continentales atlanticas
adyacentes (Rias Baixas) (Tabla 1). El tamano muestral ha sido de 20 individuos por
localidad. El analisis poblacional con marcadores microsatélites se realizé en todas las
localidades muestreadas, mientras que para los marcadores SNPs se analizaron las
muestras disponibles genotipadas por secuenciacién en 4 localidades (Tabla 1). Los

muestreos en este estudio se enmarcan en el proyecto LIFE-INSULAR
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(https://www.lifeinsular.eu/), en colaboracion con el Instituto IBADER de la Universidade de

Santiago de Compostela (https://www.ibader.gal/).

Como material de partida se utilizaron entre 50-100 mg de hojas sanas frescas de cada
individuo. Las muestras recogidas en campo se conservaron en sobres individuales
identificando cada ejemplar con un cédigo que incluye informacion de la poblaciéon de
origen (11, 12, 13, C1, C2, C3) y el numero de ejemplar dentro de cada poblacion (Tabla 1).
Una vez en el laboratorio, las muestras se desecaron a temperatura ambiente, para evitar

su deterioro y contaminacioén por hongos, permitiendo su almacenamiento a largo plazo.

Tabla 1. Zonas de muestreo y numero de ejemplares de la especie Daphne gnidium analizados en
el presente trabajo.

Numero de
Localidad |Cddigo genético (Coordenadas)
Muestras*
Cies 11 (-8,8992229; 42,2279232) 20 (16)
Ons 12 (-8,9281983; 42,3866004) 20 (16)
Salvora 13 (-9,0038148; 42,4699527) 20 (16)
Barra C1(-8,8360239; 42,2628342) 20 (16)
O Grove C2 (-8,8950985; 42,4733250) 20 (nd)
Corrubedo | C3(-9,0283086; 42,5491178) 20 (nd)
Total 120 (64)

*Entre paréntesis, tamano muestral para SNPs, en algun caso no disponible
(nd).

3.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de cada muestra individual se realizé siguiendo un protocolo ajustado
previamente en otras plantas por el grupo ACUIGEN-USC (Vera et al., 2020; Maroso et al.,
2021). Implica la utilizacion del kit de extraccion E.Z.N.A.® Plant DNA DS Kit (Omega) que
permite la extraccion eficiente de ADN gendmico de hasta 30 kb de tamafio a partir de tejido
vegetal fresco, congelado o seco, incluso con alto contenido en polisacaridos, polifenoles

o bajo contenido de ADN. Se obtiene asi, ADN purificado libre de contaminantes.
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De cada muestra se pesaron 37 mg de hojas desecadas y se introdujeron en un tubo de 1.5
mL con 700 pL de tampén CSPL y 20 uL de Proteinasa K (20 mg/ mL). La muestra se triturd
mecanicamente con unas tijeras para facilitar su disolucién y se procedié a la extraccion
del ADN siguiendo las instrucciones del fabricante salvo ciertos cambios, para mejorar el

rendimiento y calidad del ADN obtenido, que se indican a continuacion.

En primer lugar, en el punto tres del protocolo (Quick Guide) se incubd toda la noche a 65°C
en lugar de 30 min como indica el protocolo del kit, para que la degradacién del tejido fuese
lo mas eficaz posible. En el paso numero seis, la incubacién en RNasa A se aumento de 5
min a 30 min. Por otra parte, en el paso nueve, en lugar de transferir 750 yL de lisado a través
de la columna se transfirieron 600 pL y se aumento la centrifugacion de 12.000 a 13. 000 g.
Asimismo, los pasos 8-9y 11-12 se repitieron tres veces en lugar de dos. Finalmente, en el
paso 14 se centrifugd en primer lugar durante 1 miny después durante 2 mina 13000 g, en

lugar de realizar una unica centrifugacion de 2 min.

ELADN extraido se analizé en un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 para determinar su
concentraciony calidad en funcion de las ratios 260/280 (1.8-2,1 pureza éptima) y 260/230
(2,0-2,2 pureza o6ptima). A continuacion, se prepararon alicuotas de trabajo a una
concentracion de 40 ng/ pyL. Finalmente, el ADN se conservd a 4°C o a -20°C en funcién de

su uso a corto o a largo plazo, respectivamente.

3.3 Seleccidon y validacién de un panel de microsatélites

Para el presente estudio se seleccionaron 9 loci microsatélites de los 15 publicados y
aplicados en anteriores estudios poblacionales en la especie congenérica D. rodriguezii
(Garcia-Verdugo et al., 2019) ante la ausencia de marcadores microsatélites especificos en
D. gnidium. La seleccién de estos 9 marcadores se realizd teniendo en cuenta los
resultados descritos por Garcia-Verdugo et al. (2019) en la amplificacién cruzada en D.

gnidium.

La puesta a punto inicial de la amplificacién de los 9 loci microsatélites se llevd a cabo

mediante PCR singleplex (amplificacién de cada locus microsatélite individualmente), en 3
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muestras de ADN de la poblacién de Cies, utilizando los cebadores publicados para estos

loci (Tabla 2) sin marcaje fluorescente.

Tabla 2. Caracteristicas de los 9 loci microsatélites descritos en D. rodriguezii para su amplificacion
cruzada en D. gnidium (modificada de Garcia-Verdugo et al., 2019). pb: pares de base.

. Motivo de Rango alélico D. |Numero de alelos | Rango alélico D. | Namero de alelos
Locus Secuencias de cebadores (5-3’) ., , . ] . . .
repeticién rodriguezii (pb) | en D.rodriguezii | gnidium (pb) en D. gnidium

Dro-12 |F: CATAATGCTGACGTGGACGG (CTT) 9 237-270 11 255 1

R: ATGGAGGCGGGAAACTTAGG
Dro-19 |[F: CGGAGGGATTCAAACTTGGG (ATT) 9 246—258 5 247 1

R: TGTTGACTTCAATTTTTGTGCGG
Dro-25 |F: TAACGGCATTGCAGGTTTTC (TA)_{26} 157-159 2 152-156 3

R: GGGTGTATAGCCCCTACGTC
Dro-28 F: TAAAAAGCGCCGGACTCAAG (TCT) 12 175-190 6 198 1

R: AGCTGGTTCCGTACGATGAG
Dro-35 |F: AACATCGATTTCTGTCGCGG (TA)_{16} 204-210 2 192 1

R: ACGGGGCTTTTTGTGCATTC
Dro-41 |F: GAATCCCAACTGCATCGTGG (GAT) 14 GG(TGA)9 240261 8 184 1

R: TGGGCTTGTCATGGTAAACG
Dro-42 F: AGGGTATTTCGTGGGCTGG (TTA) 21 243-318 17 164-168 1

R: ACAATGTAAAAAGCAAGAAATCCAC
Dro-46 |F: CCCGCTTTACTTCAGTGTCG (CAT)_{12} 180204 7 173-179 2

R: ATCGCTAAGATTCGGGTTGC
Dro-73 |F: GACTGACGATGTCTACATGAGC (AT) 21 205217 2 205-217 2

R: GGTGGAGTACAACCATCCTTTG

La amplificacion en singleplex se llevé a cabo en un volumen final de 15 pL que incluyé:
10.75 pL de agua Mili Q estéril, 1.5 pL de tampdn (10X), 0.9 yL de MgCL, (25 mM), 0.75 pL de
dNTPs (2 mM), 0.2 pL de cada cebador (50 uM), 0.2 pL de AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase
(5 u/pL, Applied Biosystems™) y 0.5 pL de muestra de ADN (40 ng/pL) de cada uno de los

individuos.

La PCR serealizé en un termociclador Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cycler utilizando
el programa: 95°C 10 min; 35 ciclos de 94°C 45s, temperatura de hibridacion de cada
marcador (Tabla 3) 50s, 72°C 50s y finalmente 72°C 10 min. Como se muestraen la Tabla 3
para cada locus se testaron 2 temperaturas distintas, una la recomendada por Garcia-
Verdugo et al. (2015) y otra dos grados mayor o menor de la recomendada dependiendo del
locus, nunca superando los 60°C. El objetivo era encontrar temperaturas comunes para
poder agrupar el mayor numero de loci de cara a realizar la amplificacién mediante PCR
multiplex (amplificacidon conjunta de varios loci microsatélite), optimizando asi el coste de
su amplificacién.
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Tabla 3. Temperaturas 6ptimas de hibridacién testadas en este estudio vs. Recomendadas por
Garcia-Verdugo et al. (2019) para la amplificaciéon cruzada de los marcadores microsatélites de D.
rodriguezii en D. gnidiumy las testadas en el presente trabajo.

Microsatélites Temperatura de hibridacion Temperaturas
recomendada (°C) testadas (°C)
Dro-12 52,6 52 54
Dro-41 50 50 =
Dro-46 50,1 50 52
Dro-25 59 58 50
Dro-28 60 58 50
Dro-35 59 58 50
Dro-42 60 58 50
Dro-73 59 58 50
Dro-19 55,7 56 58

La evaluacién de la amplificacidn se realizé migrando los fragmentos amplificados en una
electroforesis en geles de agarosa al 1% con tampdn TAE (0,5X) y con tincién SYBR™ safe
(0,5X) para la visualizacién de ADN bajo una ldampara de luz azul. De cada PCR singleplex se
comprobaron 7 pL mezclados con 1 yL de tampon de carga azul de bromofenol 6X. En uno
de los pocillos del gel se incluyé un marcador de peso molecular, GeneRuler 100bp DNA

Ladder, para estimar el tamafo de los fragmentos.

Una vez comprobada la correcta amplificacion de los loci en PCR singleplex y establecida
la temperatura 6ptima de hibridacién, en los marcadores con amplificaciéon positiva, se
marcé uno de los cebadores de cada pareja con un fluoréforo para su analisis en un
secuenciador automatico. La eleccién del fluoréforo (4 disponibles: FAM, VIC, NED y PET)
se realizd teniendo en cuenta la combinacién de los distintos loci para su amplificacién en
PCR multiplex, atendiendo a su temperatura de hibridacidon y al rango de tamano indicado

en Garcia-Verdugo et al. (2019), de manera que sea posible analizar mas de cuatro loci en
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cada multiplex al combinar marcaje (4 fluoréforos) y rango de tamano de los alelos de cada

loci (no solapamiento). De esta forma, se consigue optimizar el coste del proceso.

La amplificacién utilizando los cebadores marcados fue testada tanto en PCR singleplex
como en multiplex en 8 muestras de la poblacién de Cies. El procedimiento llevado a cabo
para la amplificacién singleplex fue el mismo que el descrito anteriormente para los
cebadores sin marcar. El método para la amplificacion en multiplex se describe a

continuacion.

Se desarrollaron dos PCR multiplex a 2 temperaturas distintas, multiplex 1 (M1) a 52°C y
multiplex 2 (M2) a 58°C (Tabla 4), teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la
amplificacion singleplex, con cebadores sin marcar, testando dos temperaturas para cada

locus indicada anteriormente (Tabla 3).

Tabla 4. Condiciones de la amplificacién en multiplex, indicando el marcaje fluorescente
seleccionado para cada marcador y la temperatura de hibridacidn utilizada en cada multiplex.

Multiplex Locus |Fluoréforo| T2 (°C)

Dro-12 Pet

M1 Dro-41 52
Dro-46 Fam
Dro-25 Fam
Dro-28 Pet

M2 Dro-35 58
Dro-42
Dro-73 Fam

Las PCR multiplex se llevaron a cabo utilizando el kit GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase
(Promega), siguiendo el protocolo del fabricante, en un volumen final de 10 pL que incluyé:
1 uL de una mezcla de los cebadores de cada multiplex a una concentracion de 2 mM, 3.5
pL de agua Mili Q, 5 pL de Master Mixy 0,5 yL de ADN a una concentraciéon de 40 ng/pL. La

amplificacion se realizé segun las condiciones indicadas en el kit en un termociclador
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Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cycler: 95 °C 2 min; 94 °C 30 s, temperatura de
hibridacién (Tabla4) 1 miny30s, 72°C 1 min, estos tres ultimos pasos se repitieron 34 veces

y, 72°C 5 min.

Las amplificaciones multiplex se comprobaron en geles de agarosa al 1% utilizando 5 pL de
la PCR mezclados con 1 uL de tampdn de carga azul de bromofenol 6X. Ademas, se valoré
si era necesaria su dilucién en agua mili Q estéril antes de su analisis en secuenciador

automatico para evitar la saturacion de la sefial fluorescente.

Tras la comprobacién de las PCR multiplex se procedié a la preparaciéon de las muestras
para su genotipado mediante analisis de fragmentos de ADN en un secuenciador
automatico Applied Biosystems™ 3500xL en la Unidad de Secuenciacion y Anélisis de
Fragmentos de la Universidade de Santiago de Compostela (Campus de Lugo). En cada
pocillo de la placa del secuenciador se introdujo 0.6 pL del producto de la PCR multiplex de
cada muestra, 8.75 yL de formamida y 0.25 pyL de marcador interno de tamafo GeneScan
500 Liz Size Standard (Applied Biosystems™) utilizado para determinar el tamano de los
fragmentos amplificados, entre 35 y 500 pb, de los marcadores microsatélites a analizar
(Tabla 4). Esta mezcla se sometié a una desnaturalizacién a 95°C 3 min en un termociclador
Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cycler con la tapa abierta. Posteriormente. las
muestras se introdujeron en el secuenciador automatico para su analisis. Los alelos para
cada marcador se visualizaron en una grafica llamada electroferograma, que muestra picos

correspondientes a los alelos de los loci analizados.

En esta grafica (Fig. 5) el eje de abscisas representa el tamafio en pb y el de ordenadas la
intensidad de la fluorescencia (cantidad de amplificacién). El genotipado se basa en
correlacionar el pico del alelo del microsatélite con los del marcador (sizer) utilizado,
determinando asi el tamano en pb de los alelos. Mediante el programa GeneMapper®
Software 6 se cred un panel de analisis con los datos obtenidos, se genotiparon los
individuos de forma automaticay, finalmente se revisaron de forma manual previamente a

los analisis posteriores.
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Figura 5. Ejemplo de electroferograma obtenido tras el genotipado en secuenciador automatico
Applied Biosystems™ 3500xL en la Unidad de Secuenciacion y Analisis de Fragmentos de la
Universidade de Santiago de Compostela (Campus de Lugo).

3.4 Caracterizacion poblacional de marcadores genéticos

En este estudio se emplearon dos tipos de marcadores moleculares: microsatélites y SNPs.
Se analizdé el genotipado de los loci microsatélites obtenidos en las 6 localidades
estudiadas (ver Resultados), (Tabla 1). Ademas, se analizaron los datos de 2011 SNPs

genotipados en 4 de las localidades muestreadas (Tabla 1).

Para los microsatélites analizados en las localidades estudiadas, los posibles errores de
genotipado (tartamudeo, alelos fuera de rango) fueron analizados y revisados
manualmente, y la posible presencia de alelos nulos inferida a partir del analisis

poblacional (defecto de heterocigotos).

Los datos genotipicos de SNPs analizados en este estudio proceden de un estudio paralelo
realizado mediante genotipado por secuenciacion con tecnologia 2bRADseq (Wang et al.,
2012) en el marco del proyecto LIFE INSULAR (datos no publicados). El panel de SNPs
necesario para el estudio se obtuvo del procesado bioinformatico de los datos de
secuenciacion masiva de las 64 muestras de D. gnidium analizadas (archivos FASTQ)
obtenidos con tecnologia Illumina NextSeq, en la plataforma FISABIO

(https://fisabio.san.gva.es/es/).

La caracterizacién de SNPs en este estudio se inicié con el panel filtrado de SNPs en
diferentes formatos de archivo para los analisis subsiguientes de calidad y diversidad

genética (VCF, GENEPOP, STRUCTURE). Se utilizé el programa VCFtools - 0.1.16 (Danecek
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et al., 2011) para evaluar la calidad del panel de SNPs, analizando el porcentaje de datos

perdidos (missing data) y la ratio de transiciones/transversiones (Ts/Tv).

3.4.1 Analisis de diversidad genética
A partir de los datos genotipicos de los marcadores, tanto microsatélites como SNPs, se
realizaron los mismos analisis de diversidad, diferenciacidon y estructuracion genética

poblacional, pero de manera independiente.

Las frecuencias alélicas por locus fueron calculadas a partir de las frecuencias genotipicas
observadas. Para microsatélites se utilizo el programa FSTAT v.2.9.4 (Goudet, 2003). Con
respecto a los SNPs se calcularon utilizando la funcion "basic_info" del paquete de R

genepop v.1.2.2 (Rousset et al., 2008).

Se evaluo el ajuste al equilibrio Hardy-Weinberg (HW), segun el cual en una poblacién de
organismos diploides y de tamafo infinito supone apareamiento al azar (panmixia),
sometida unicamente a las leyes de transmisién de Mendel, en las que se mantienen
constantes las frecuencias génicas y genotipicas. Para un locus con dos alelos Ay B, tras
un apareamiento al azar, con frecuencias alélicas p y q, las frecuencias esperadas bajo
equilibrio HW de los genotipos AA, AB y BB serdn p?, 2pq, g respectivamente (Pierce et al.,
2021). Para los loci microsatélite, la probabilidad de ajuste al equilibrio HW por locus y
localidad, asi como global sobre loci por poblacion (test de Fisher), se analizé6 mediante el
programa GENEPOP 4.7 (versiobn para sistema operativo Windows/online:

https://genepop.curtin.edu.au/) . La magnitud de las desviaciones de equilibrio HW (Fis o

coeficiente de endogamia) por locus y localidad para los loci microsatélite se estimo
usando el programa GENEPOP 4.7. Para los marcadores SNPs se evalu6 la probabilidad
global de ajuste al equilibrio HW, asi como el valor de Fs con sus intervalos de confianza al
95% utilizando los paquetes de R genepop v.1.2.2 y DiveRsity v.1.9.90 (Keenan et al., 2013)

en RStudio.

Los estimadores de diversidad genética (numero medio de alelos por locus (Na),

heterocigosis observada (Ho) y esperada (He)) por muestra poblacional se obtuvieron
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usando el programa FSTAT v.2.9.4 y DiveRsity v. 1.9.90 para microsatélites y SNPs,

respectivamente.

Debido a las diferencias en el tamafio muestral causadas por los datos ausentes (missing
data) identificados en los marcadores SNPs, se calculd el estimador de riqueza alélica (Ar)
empleando el método de rarefaccion recomendable para tamafios de muestra desiguales
utilizando el paquete DiveRsity v.1.9.90. Esta metodologia no se ha empleado con
microsatélites, al no detectarse datos ausentes ni haber diferencias en tamafno muestralen
las muestras estudiadas. La riqueza alélica es un estimador de la diversidad alélica por
locus, corregida por el tamafo muestral minimo disponible entre las poblaciones
analizadas cuando se emplea el método de rarefaccién. Se trata de una medida mas
informativa de la diversidad que el estimador Na, cuando existen diferencias en tamano

muestral entre poblaciones.

3.4.2 Analisis de diferenciacion y estructura genética

Se analizé el coeficiente de diferenciacion interpoblacional (Fsr) a nivel global y entre todos
los pares de localidades estudiadas utilizando, en el caso de los loci microsatélites, el
programa FSTAT v.2.9.4 a través del indice de fijaciéon de Weir y Cockerham (W&C) con una
significacion del 5% (p < 0,05) usando 1000 permutaciones. Por otra parte, para los
marcadores SNPs se utilizé el programa Genepop para calcular el valor de la Fsr global y el
programa StAMPP v.1.6.3 (Pembleton et al., 2013) para calcular los valores de Fsrpor pares
de localidades (Weir & Cockerham, 1984), usando 10 000 bootstraps para obtener la
significacion con intervalos de confianza al 95%. Para ello, se convirtié el archivo GENEPOP
de entrada en objeto de R de clase genind y finalmente a clase genlight utilizando las

librerias dartRv.2.9.7 (Gruber et al., 2018) y adegenet v.2.1.10 (Jombart, 2008).

El analisis de estructuraciéon genética se realizd unicamente con los marcadores SNPs,
descartando su aplicacion con microsatélites, dado el reducido numero de loci
informativos detectados en este estudio. Para determinar el nimero 6ptimo de unidades

poblacionales genéticas (K) Se utilizé el método de agrupamiento bayesiano del programa
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STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007) implementado en el CESGA
(Centro de Supercomputacion de Galicia) con el paquete de R ParallelStructure v.1.0.0
(Besnier & Glover, 2013) que permite paralelizar este software empleando multiples
procesadores para agilizar los analisis de datos gendmicos. Se testé un rango de valores de
Kde 1 a7 (Numero de localidades + 3) con un burn-in de 100 000 interacciones, cadena de
Markov posterior de 200 000 interacciones y 10 réplicas por cada valor de K, usando como
modelo de ancestralidad ADMIXTURE y como modelo de frecuencias alélicas

CORRELATED.

Los datos obtenidos con STRUCTURE se analizaron utilizando la herramienta en linea

StructureSelector (https://Imme.ac.cn/StructureSelector/; Li & Liu, 2018). Esta herramienta

permite evaluar el valor de K mas probable trazando el grafico de Probabilidades (Ln (PD)) y
calculando el estadistico AK, propuesto por Evanno et al. (2005). El valor de K que maximiza
el valor de AK se considera como el numero 6ptimo de grupos genéticos presentes en la
muestra. A su vez, con esta herramienta en linea se obtuvieron los graficos
correspondientes reflejando la pertenencia mas probable de cada individuo a los diferentes

grupos genéticos (CLUMPAK; Kopelman et al., 2015).

Adicionalmente, se realizé un analisis multivariante discriminante de componentes
principales (DAPC) usando el paquete de R ADEGENET v.2.1.10. Los analisis DAPC se
realizaron utilizando las localidades de muestreo como grupos a priori. Se utilizé la funcion
"find.clusters" para determinar el numero de grupos genéticos (K), seleccionando como K
6ptimo aquel con el valor BIC (criterio de informacidon bayesiano) mas bajo. EL numero
6ptimo de PCs (Componentes Principales) a utilizar en el DAPC se determind de modo que
la proporcién de varianza conservada fuera superior al 50%. Los graficos resultantes se
representaron en un diagrama de dispersién en dos dimensiones utilizando los mejores

discriminant eigenvalues (componentes discriminantes) del DAPC.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccion de ADN

Los resultados obtenidos en la extraccion de ADN a partir de hojas desecadas mediante el
kit E.Z.N.A.® Plant DNA DS Kit (Omega), con las modificaciones introducidas para mejorar
elrendimientoy calidad del ADN, mostraron que el protocolo aplicado permite obtener ADN
de calidad, pureza y en cantidad suficiente para ser utilizado en el posterior analisis de

marcadores moleculares.

4.2 Amplificacion y genotipado de marcadores microsatélite
ortologos

En ausencia de microsatélites especificos en D. gnidium en este estudio se utilizaron 9
marcadores microsatélite de los 15 descritos en la especie congenérica D. rodriguezii por
Garcia-Verdugo et al. (2019) y testada su amplificacidon cruzada en D. gnidium. En la puesta
a punto inicial, utilizando 3 muestras de la poblacién de Cies y PCR singleplex con
cebadores sin marcar, testando dos temperaturas de hibridacién para cada locus, se

observé amplificacion positiva en geles de agarosa en 8 de los 9 loci (88,9%).

Como se muestra en la Figura 6, para cada uno de estos 8 loci se obtuvo un producto unico
de amplificacidon en el tamano esperado de acuerdo con los resultados obtenidos por
Garcia-Verdugo et al. (2019). ElL marcador Dro-19, sin embargo, mostré amplificacion
inespecifica y fuera del tamano descrito por Garcia-Verdugo et al. (2019) en las dos
temperaturas testadas, por lo que se descarté para el analisis poblacional. Por lo tanto, los
resultados del presente estudio en geles de agarosa confirman los resultados obtenidos por

Garcia-Verdugo et al. (2019) salvo en el locus Dro-19.
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Dro-12  Dro-19

Figura 6. Visualizacion de lo fragmentos amplificados mediante PCR singleplex en geles de agarosa
al 1% de los marcadores seleccionados utilizando cebadores sin marcary testando 2 temperaturas
de hibridacion para cada microsatélite.

A continuacion, unavez seleccionada la temperatura éptima de hibridacidon en cada uno de
los 8 marcadores, se testd su amplificacidon en 8 muestras de la misma poblacién utilizando
uno de los cebadores marcado con un fluoréforo, necesario para su genotipado en un
secuenciador automatico. En primer lugar, se comprobd en geles de agarosa la correcta
amplificacién en PCR singleplex con el cebador marcado. A continuacion, se disefaron 2
PCR multiplex agrupando los loci microsatélite teniendo en cuenta la temperatura 6ptima
de hibridacién, el tamano del producto de amplificacidény el marcaje, tal como se indicé en
apartado de Materialy Métodos (Tabla 3). Las amplificaciones multiplex se comprobaron en
geles de agarosa y se procedié a su andlisis en un secuenciador automatico Applied
Biosystems™ 3500xL, junto con las PCR singleplex realizadas con cebador marcado, para
evaluar el polimorfismo. En el caso de las PCR singleplex estas se agruparon para su

analisis en el secuenciador de acuerdo con las multiplex disehadas.

Los resultados observados en el secuenciador automatico, en las 8 muestras analizadas,
mostraron que de los 8 marcadores microsatélites, con amplificacion positiva en geles de
agarosa, 7 presentaron picos correspondientes a alelos en el tamano o préximo al esperado
para cada marcador de acuerdo con Garcia-Verdugo et al. (2019), mientras que el marcador
Dro-46 presentdé multiples picos y poco especificos, por lo que se descartd del analisis
poblacional. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 5, de estos 7 marcadores 5

resultaron monomarficos, incluso en un analisis posterior utilizando 3 muestras de cada
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una de las 6 poblaciones, no resultando utiles para el analisis poblacional objetivo de este
trabajo al no presentar variacién. Solo 2 marcadores (28,6%), Dro-25 y Dro-42, resultaron

polimérficos (Fig. 7) y se aplicaron en los andlisis poblacionales.

Tabla 5. Comparacién del tamano alélico, expresado en bp, obtenido en el trabajo de Garcia-
Verdugo etal. (2019) y en el presente trabajo para los 8 marcadores con amplificacion positiva y loci
que resultaron polimérficos (*). (-: marcador descartado del analisis poblacional).

Loci Garcia-Verdugo et al. (2019) Presente trabajo
Dro-12 255 269
Dro-41 184 184
Dro-46 173,179 -
Dro-25 152, 156, 168 153, 155*
Dro-28 198 199
Dro-35 192 192
Dro-42 164 156, 165, 169*
Dro-73 205, 217 205, 217

En resumen, en este trabajo, de los 9 marcadores seleccionados, descritos y aplicados en
D. rodriguezii, y testada su amplificacion cruzada en D. gnidium por Garcia-Verdugo et al.
(2019), 8 amplificaron correctamente y solo 2 resultaron finalmente polimdrficos y utiles
para el analisis poblacional. Los resultados obtenidos en los andlisis de amplificacién
cruzada concuerdan, salvo en un marcador, con los obtenidos por Garcia-Verdugo et al.
(2019), confirmando una notable conservacién de las regiones flanqueantes de los loci
microsatélites entre las dos especies congenéricas. Por otro lado, el grado de polimorfismo
en D. gnidium fue muy inferior al observado en D. rodriguezii. Estas diferencias no son raras
dado que la amplificacién cruzada no conlleva necesariamente una conservacion del grado
de polimorfismo por locus, siendo caracteristico de cada especie como se ha observado en
numerosas especies (Ellegren et al., 1995; Crawford et al., 1998). Por tanto, a pesar de que

en el trabajo de Garcia-Verdugo et al. (2019) se sugiere la utilidad de estos marcadores,
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dada la tasa de amplificacién cruzada obtenida, en estudios poblacionales en especies del

género Daphne, en este trabajo se concluye que su utilidad es limitada en D. gnidium.
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Figura 7. Electroferogramas obtenidos en el secuenciador automatico Applied Biosystems™ 3500xL
correspondientes a los loci polimdrficos Dro-25 y Dro-42 en algunas muestras analizadas. Se
indican los tamanos, en pb, de los alelos (picos) observados. Se muestran los perfiles obtenidos
para los homocigotos de cada uno de los alelos de cada marcador y los heterocigotos. A: Perfiles
alélicos del locus Dro-25. B: Perfiles alélicos del locus Dro-42.
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4.3 Analisis de resultados de marcadores microsatélites

4.3.1 Frecuencias alélicas

A partir de los datos genotipicos de los loci microsatélites polimorficos en las 120 muestras
analizadas (Dro-25 y Dro-42), se calcularon las frecuencias alélicas de ambos loci en cada
una de las seis localidades. En la Tabla 6 se muestran las frecuencias alélicas para ambos

loci.

Tabla 6. Frecuencias alélicas por locus y muestra poblacional analizada de D. gnidium. Para cada
locus se indican los alelos detectados (p: alelo detectado).

Localidades
C1 | c2 | c3 | 11 12 13
Dro-25
p: 153 0,500 0,625 0,525 0,550 0,525 0,475
p: 155 0,500 0,375 0,475 0,450 0,475 0,525
Dro-42
p: 156 0,075 0,025 0,050 0,225 0,025 0,000
p: 165 0,825 0,975 0,950 0,650 0,975 1,000
p: 169 0,100 0,000 0,000 0,125 0,000 0,000

Para el locus Dro-25 se observaron 2 alelos, el alelo 153 con frecuencias intermedias
(préoximas a 0,5), bastante homogéneas entre localidades, y valor maximo en C2, siendo el

alelo 155 el menos frecuente.

En el caso del locus Dro-42 se observaron 3 alelos en total, con un alelo 165 preferente en
todas las localidades, fijado en I3, mientras que los dos alelos restantes mostraron
distribucidn diferencial entre las muestras estudiadas. Los 3 alelos se detectaron tanto en

C1comoenli.

El analisis de las frecuencias alélicas (Tabla 6) mostrd poca variacién alélica para ambos
loci en todas las localidades, como describieron en las poblaciones de la especie focal de
aislamiento de dichos marcadores analizadas por Garcia-Verdugo et al. (2019). Las
diferencias de las frecuencias alélicas entre poblaciones pueden contribuir a variaciones
en la diversidad genética entre las localizaciones insulares (Garcia-Verdugo et al., 2019). En
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las frecuencias alélicas fueron bastante homogéneas entre localidades para el locus Dro-
25, con mayor heterogeneidad para Dro-42, con similitud entre Cies y Barra (11-C2),

diferenciadas del resto, especialmente en la isla de Salvora (13).

4.3.2 Analisis de diversidad genética
A partir de los genotipos de los microsatélites polimérficos disponibles se analizaron por
primera vez distintos estimadores de diversidad genética por locus y localidad muestreada

de la especie D. gnidum (Tabla 7).

Para el numero medio de alelos por locus (Na) se observé cierta heterogeneidad entre loci.
Para el locus Dro-25, Na se mantuvo constante con 2 alelos en todas las muestras
estudiadas mientras que para el locus Dro-42 Na oscil6 entre 1 en la muestra 13 de Salvora

y 3en C1de Barra

Los valores de heterocigosis observada (ho) para el locus Dro-25 variaron de 0,400 en C1 a
0,850 en 12 e 13,y para el locus Dro-42 oscilaron entre 0 en I3y 0,550 en I1, mientras que la
heterocigosis esperada (he) para Dro-25 oscilaron entre 0,476 en C2y 0,516 en C1, y para
Dro-42 entre 0 en I3 a 0,524 en |1 (Tabla 7).

Los valores de heterocigosis esperada para el locus Dro-25 fueron similares a los descritos
en Garcia-Verdugo et al. (2019). No ocurre lo mismo para el locus Dro-42. Esto puede
deberse a que se trata de una comparacioén de especies distintas en ambientes diferentes,
que pueden estar sujetas a factores evolutivos especificos, por lo que no tendrian por qué

ser similares.

En la Tabla 7 también se muestran los resultados de los tests de ajuste de frecuencias
genotipicas observadas respecto a las esperadas en el equilibrio HW por locus y localidad
en los dos loci microsatélites polimérficos. Para el locus Dro-42 no se detectaron
desviaciones significativas de HW (p > 0,05). Solo se detectaron dos tests significativos al
5% para el locus Dro-25 en las localidades insulares 12 e 13, ambos significativos tras la

correccion de Bonferroni. Los valores Fis por locus fueron negativos indicando en ambos
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casos exceso de heterocigotos (-0,691). Esta desviacidon puede deberse a la varianza de
muestreo por tamafo muestral limitado, sin descartar explicaciones alternativas en ambas
localidades insulares para este locus, incluyendo efectos especificos de distintas fuerzas
evolutivas (flujo génico, seleccion a favor de heterocigotos y/o apareamiento clasificado), o
bien asociadas con baja tasa de autofecundacion, tal como se ha descrito en la especie

(Roccotiello et al., 2009).

Tabla 7. Analisis de diversidad genética por locus y localidad para los dos loci microsatélite
polimdrficos analizados de manera independiente en muestras de D. gnidium. Para cada locus y
localidad seindica: elnumero medio de alelos (Na), la heterocigosis observada (ho), la heterocigosis
esperada (he), la probabilidad (Puw) de significacion del test de ajuste de las frecuencias genotipicas
observadas a las esperadas en el equilibrio HW, asi como el valor de Fis por locus (-: no se determind
el test global de ajuste al equilibrio HW).

Dro-25 Dro-42
Localidades

Na ho he Prw Fis Na ho he Prw Fis
C1 2 | 0,400 | 0,516 | 0,394 | 0,225 3 0,200 |0,315|0,071| 0,364
C2 2 | 0,650 | 0,476 | 0,158 | -0,365 | 2 0,050 | 0,050 - -
C3 2 | 0,650 | 0,508 | 0,367 | -0,280 | 2 0,100 | 0,097 |1,000| -0,028
11 2 | 0,500 | 0,508 | 1,000 | 0,016 2 0,550 |0,524|1,000| -0,057
12 2 | 0,850 | 0,503 | 0,005 | -0,691 | 2 0,050 | 0,050 - -
I3 2 | 0,850 | 0,503 | 0,005 | -0,691 1 0,000 | 0,000 - -

En la Tabla 8 se muestran los valores promedios sobre loci de diversidad genética en las
distintas localidades muestrales analizadas. El nimero medio de alelos (Na) oscilé entre
2,5 en la muestra C1 de Barray 1,50 en I3 de Salvora, sugiriendo menor diversidad en un

bajo nimero de alelos para la realizacion de un anélisis poblacional.
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Los valores de heterocigosis observada (Ho) y esperada (He) por localidad fueron similares,
concordantes con el test global de ajuste al equilibrio HW para todas las muestras
continentales e 11 en Cies. Solo se detectd desviacidn significativa global de HW en las dos
localidades insulares mas al norte (Ons y Salvora). En ambos casos, se confirman los
valores negativos de Fis, indicando un exceso de heterocigotos asociado al locus Dro-25,
coincidiendo con el andlisis por locus en las mismas muestras, 12 e I3 (Tabla 7). Dado el bajo
numero de loci informativos disponibles no es posible descartar un efecto de varianza
muestral en estos resultados para el locus Dro-25, aunque la desviacién de HW lo convierte
en un marcador sugerente bajo influencia de fuerzas evolutivas para estudios futuros en

distintas poblaciones de D. gnidium.

Tabla 8. Valores medios de diversidad genética por localidad para loci microsatélites polimorficos
analizados en muestras de D. gnidium. Se presentan el numero de alelos por locus (Na);
heterocigosis observada (Ho), y heterocigosis esperada (He), indicando entre paréntesis la
desviacioén estandar (SD). Ademas, se indica la probabilidad global sobre loci de ajuste al equilibrio
HW (Puw), y el valor Fis promedio sobre loci (-: no calculado, solo un locus informativo).

Localidad Na (SD) Ho (SD) He (SD) Puw Global Fis (SD)
C1 2,50 (0,71) 0,300 (0,141) 0,415 (0,143) 0,233 0,294 (0,099)
c2 2,00 (0,000) | 0,050 (0,424) 0,263 (0,301) 0,158 -0,365 (-)
c3 2,00 (0,000) | 0,375 (0,389) 0,303 (0,291) 0,683 | -0,154(0,178)
11 2,00 (0,000) | 0,525 (0,035) 0,516 (0,011) 1 -0,021 (0,051)
12 2,00 (0,000) | 0,450 (0,566) 0,277 (0,320) 0,005 -0,691 ()
13 1,50 (0,71) 0,425 (0,601) 0,251 (0,355) 0,005 -0,691 (-)

Los valores promedio del estimador de diversidad genética (He) mostraron valores
superiores en la muestra C1 en Barra seguida de |11 en Cies (Tabla 8; He > 0,4), respecto al
resto de localidades analizadas, tanto continentales como insulares (He entre 0,251 y
0,303; Tabla 8). En comparacién con los valores censales de IBADER (datos no publicados)
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Barra y Cies presentan valores poblacionales mas altos, mientras que Ons y Salvora
presentan valores mas reducidos. Los resultados con microsatélites en este TFG son
pioneros en D. gnidium en su rango de distribucidon natural, al no disponer de estudios
poblacionales previos con microsatélites en esta especie. Estos resultados sobre loci, se
encuentran en el rango proximo a los promedios poblacionales con microsatélites en otras
especies vegetales en el Noroeste ibérico, de interés medicinal, como Arnica montana L.
con tamanos poblacionales reducidos (Bouza et al.,, 2023). Sin embargo, las
comparaciones entre especies distintas deben interpretarse con cautela al estar sujetas a

procesos evolutivos especificos de cada linaje.

En la Tabla 9 se muestran los valores promedio poblacionales del nimero medio de alelos
(Na) y heterocigosis esperada (He), donde se obtuvieron ligeras diferencias entre los grupos
poblacionales continentales vs. insulares, especialmente en diversidad alélica (Na 2,167

vs. 1,833; He 0,327 vs. 0,348; Tabla 9).

Con los valores medios obtenidos por grupo, se deduce la existencia de menor diversidad
asociada al Nay He en las poblaciones insulares, especialmente en 12 (Ons) e I3 (Salvora).
La falta de diversidad puede estar relacionado con la ausencia o disminucioén de los alelos
poco frecuentes afectando a la capacidad de la poblacion para adaptarse a nuevas
condiciones ambientales y evolutivas (Garcia-Verdugo et al., 2015; Vera et al., 2020; El
Mouzazietal., 2023). En el par C3-13 (Corrubedo- Salvora) se observé una menor diversidad
alélica, indicando menor variabilidad genética y la presencia de alelos poco frecuentes en

comparacion con el resto de localidades.

En Garcia-Verdugo et al., (2019) los resultados medios de diversidad obtenidos en las dos
poblaciones analizadas de D. rodriguezii (A= 22 individuos y B= 20 individuos) fueron
mayores a los obtenidos en este TFG utilizando los locus comunes, Dro-25 y Dro-42,
especialmente para el numero de alelos (Na poblaciones Ay B vs. media en este estudio:
6,5y 5,5vs. 2; He: 0,437y 0,411 vs. 0,338). Esto se puede explicar por el sesgo de seleccidn

de alto polimorfismo en la especie focal D. rodriguezii que puede no mantenerse en otras
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especies. Entodo caso, los resultados de Garcia-Verdugo et al., (2019) si demostraron que,
a mayor tamano de poblacién, se encontraba mayor diversidad genética, encajando con los
resultados de este estudio en D. gnidium, los primeros disponibles en esta especie. No
obstante, estas comparaciones se deben tomar con cautela, al referirse a especies
distintas. Otros factores a tener en cuenta incluyen el estado del endemismo, el rango de
distribucién insular y los procesos histéricos, incluyendo la perturbacién provocada por el
ser humano, los cuales parecen mostrar una mayor influencia en los niveles de diversidad
genética mas alld del tamafo poblacional y la condicién insular (Garcia-Verdugo et al.,
2015). En este estudio, hay que destacar que las poblaciones insulares analizadas se
encuentran en areas protegidas en el Parque Nacional de las Islas Atlanticas, con impacto
antropolégico controlado, aunque no se puede descartar influencia potencial del turismo
ecolégico.

Tabla 9. Analisis de diversidad genética media por grupos poblacionales para los dos microsatélites

polimodrficos en muestras de D. gnidium. Se agrupan todas las muestras insulares y continentales,
asi como por pares adyacentes de continentales e insulares.

Localidades Na He
Continentales 2,167 0,327
Insulares 1,833 0,348
ParC1-11 2,250 0,466
Par C2-12 2,000 0,270
Par C3-13 1,750 0,277

El analisis de estimadores de diversidad agrupando pares de muestras insulares y
continentales adyacentes, mostré6 mayor diversidad genética en el par C1-l1
correspondiente a Barra- Cies, que puede ser debida a su proximidad biogeografica y
conectividad histérica reciente en la ultima glaciacion (Arce Chamorro et al., 2021). Esto
habria facilitado un mayor flujo genético entre ambas poblaciones, traduciéndose en una
mayor variabilidad genética. Por el contrario, una mayor distancia geografica entre el resto

de pares de localidades o una reciente colonizacién de esas areas pueden determinar flujo
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génico restringido y menor diversidad genética como se ha descrito en otros escenarios

insulares en plantas (Garcia-Verdugo et al., 2015).

El mantenimiento de la diversidad genética puede representar un desafio para las
poblaciones ubicadas en regiones aisladas y en limites del area de distribucion o de la
especie como es el caso de los territorios insulares donde los eventos de aislamiento y
extincion/colonizaciéon son frecuentes. Sin embargo, este tipo de poblaciones con cierto
grado de aislamiento local o regional pueden preservar variantes genéticas especificas de
alto interés para su conservacion, como se ha descrito en otras plantas medicinales (Bouza

etal., 2023).

El uso de marcadores moleculares permite evaluar la distribucidon de la variabilidad
genética entre las poblaciones naturales. Los loci microsatélites proporcionan informacién
sobre procesos demograficos recientes como el flujo y la deriva genética, pero también
pueden aportar huellas de seleccién divergente con impacto en la estimacion de diversidad

y diferenciacion genética (Garcia-Verdugo et al., 2015; Bouza et al., 2023).

Las diferencias en patrones de diversidad genética entre las distintas localidades en este
estudio, especialmente para el locus Dro-42, se complementaron con la evaluacién del

grado de diferenciacion genética interpoblacional en el area de estudio.

4.3.3 Analisis de diferenciacion y estructura genética

El coeficiente de diferenciacion interpoblacional (Fsr) obtenido a nivel global en este estudio
fue de 0,024, revelando que el 2,4% de la diversidad total a nivel global se debe a diferencias
entre poblaciones estudiadas. Esto refleja un nivel bajo de diferenciaciéon genética entre las

localidades analizadas.

Los valores de Fsr por pares entre todas las muestras poblacionales oscilaron entre 0
(asumiendo los valores negativos como no significativamente distintos de 0) y 0,082 (Tabla
10). Los valores de Fsr fueron moderados y significativos para los pares [1-C2, 11-C3, 11-12y

11-13 (p < 0,05). En estos cuatro casos pareados el resultado obtenido mostrd valores de Fsr
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inferiores a 0,05, que indican una divergencia genética baja entre dichas poblaciones y flujo

genético entre las diferentes muestras poblacionales (Vilas & Alvarez., 2023).

Tabla 10. Analisis de Fsr por pares. En negrita se indican los resultados significativos (p < 0,05).

Localidades C1 C2 C3 11 12 13
C1 - NS NS NS NS NS
C2 0,022 - NS * NS NS
C3 -0,007 | 0,001 - * NS NS
11 0,004 | 0,082 | 0,058 - *x *
12 0,003 | 0,006 | -0,014 | 0,077 - NS
13 0,013 | 0,032 | -0,005 | 0,700 | -0,003 -

*** p-value <0.001, ** p-value < 0.01, * p-value <0.05, NS: No significativo.

El analisis global de Fsr por locus mostré una contribucion preferente del marcador Dro-42
(Fst: 0,103) a la diferenciacion interpoblacional, concordante con la distribucion diferencial
de frecuencias alélicas entre localidades para este locus (Tabla 6), frente a la
homogeneidad observada para Dro-25 (Fsr~0). Estos resultados podrian estar relacionados
con patrones evolutivos especificos de cada marcador, pero dado el bajo niumero de loci,
no se puede conocer su representatividad en el genoma de las poblaciones estudiadas.
Para obtener resultados mas consistentes se hace necesario ampliar el numero de
marcadores genéticos para evaluar el patrén de divergencia genética global. Entre las
distintas opciones posibles, se podria identificar baja diferenciaciéon y alta conectividad
entre poblaciones con loci atipicos (Dro-42) sugiriendo seleccién divergente, asi como, alta
divergencia con flujo génico limitado entre las poblaciones estudiadas con loci atipicos

(Dro-25) con patrén homogéneo entre localidades, sugiriendo seleccion equilibradora.

En Garcia-Verdugo et al., (2019) no se describen valores de Fsr entre poblaciones,
impidiendo hacer una comparativa de diferenciacién genética con poblaciones insulares
de una especie congenérica, que seria interesante en ausencia de datos microsatélites
previos para D. gnidium. La comparacién con valores de diferenciacion descritos con este

tipo de marcadores en otras plantas medicinales, como A. montana, revelan mucha mayor
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diferenciacién genética interpoblacional, asociada con presencia de poblaciones muy

divergentes de esta especie en Galicia (Bouza et al., 2023).

4.4 Analisis poblacional con marcadores SNPs

Debido al reducido numero de loci microsatélites polimoérficos en este estudio, se
realizaron analisis adicionales utilizando un conjunto numeroso de marcadores SNP,
siendo una aproximacion sugerida para refinar los datos genéticos poblacionales en

distintas especies, incluyendo otras plantas medicinales (Bouza et al., 2023).

4.4.1 Analisis de diversidad genética

A partir del analisis de los genotipos de los 2011 SNPs, se caracterizo la calidad del panel
final de loci, evaluando el porcentaje de missing data y la ratio de
transiciones/transversiones (Tabla 11). Del anéalisis de los 2011 SNPs se determiné el
numero total de SNPs polimoérficos por localidad, de utilidad en analisis de diversidad
genética y estructura poblacional. Ademds, se analizd6 la ratio de
transiciones/transversiones (Ts/Tv) mostro un resultado de 1400/611= 2,291 (Tabla 11). A
pesar de que existe una mayor probabilidad de que ocurra una transversion que una
transicion, las transiciones suelen ser mas comunes debido a la similitud estructural de las
bases nitrogenadas implicadas.

Tabla 11. Analisis de las mutaciones que tienen lugar entre las diferentes muestras poblacionales:

la primera y segunda letra se corresponde con las bases nitrogenadas de las variantes alternativas
por SNP. Se muestra el niumero total de transiciones (Ts) y de transversiones (Tv).

Tipo de mutacion AC AG AT CG CT GT Ts Tv

Numero 161 715 131 157 685 162 1400 611

Por primera vez, en este estudio se analizaron diversos estimadores de diversidad genética
de cuatro localidades muestreadas a partir de un panel muy numeroso de marcadores
SNPs disponibles en D. gnidium. La proporcién de SNPs polimérficos detectada por

localidad fue muy alta en las cuatro muestras poblacionales estudiadas, maxima en C1 en
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Barra (86,5%) y el valor mas reducido en Salvora (13; 77,7%) (Tabla 12). Esto sugiere una
menor diversidad genética en dicha localidad, posiblemente relacionada con factores

ambientales, biogeograficos o demograficos.

La variabilidad genética observada con SNPs mostré una alta calidad de genotipado, con
una baja proporciéon de datos ausentes (missing data), con un promedio de 5,2% y una
desviacion estandar del 8,1%. EL SNP con mayor porcentaje de missing data fue del 17,2%,
que representa unvalor reducido en el contexto de estudios genético-poblacionales previos
con paneles masivos de SNPs indicando que los datos son robustos para el andlisis

poblacional (Casanova et al., 2021).

Los valores promedio de la heterocigosis observada (Ho) y esperada (He) al igual que en el
analisis de microsatélites, fueron similares entre las muestras poblacionales,
concordantes con el test global de ajuste de frecuencias genotipicas observadas a las
esperadas en el equilibrio HW. Sin embargo, en las cuatro muestras se detectaron valores
negativos de Fis, que revelan una cierta tendencia de exceso de heterocigotos coincidiendo
con el andlisis de microsatélites en las muestras significativas de Ons y Salvora (Tabla 8).
Esto podria estar relacionado con sesgo dado el tamafo muestral disponible, pero también
apuntar razones bioldgicas de desviacidon de apareamiento aleatorio relacionado con la
estrategia reproductiva de esta especie con tasa reducida de autofecundacion en flores
hermafroditas, promoviendo la fecundacidon cruzada (Roccotiello et al., 2009). Esta
estrategia incrementaria la diversidad genética intrapoblacional evitando la autogamia (sin
autofecundacidn por autoincompatibilidad) tal y como se describe en GajdoSova et al.,
(2024), un estudio relacionado con la reproduccion sexual de la especie congenérica

Daphne arbuscula.

Los valores promedio obtenidos por muestra poblacional del estimador de riqueza alélica
mostraron valores similares en C1, 11 e 12, con el menor valor detectado en 13 (Salvora)
(Tabla 12), concordante con la proporcion de loci polimérficos por localidad. Para el

estimador de diversidad genética (He), los valores medios poblacionales fueron superiores
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en la muestra |1 en Cies, seguida de C1 en Barra (Tabla 12; He > 0,25), coincidiendo con los
datos del analisis de microsatélites. Los resultados son pioneros en D. gnidium en su rango
de distribucidn natural, al no estar descritos estudios poblacionales previos con SNPs en

esta especie.

Tabla 12. Estimadores de diversidad genética para cada una de las muestras poblacionales:
ndmero de SNPs polimorficos (“: proporcion relativa), riqueza alélica (Ar), heterocigosis observada
(Ho) y esperada (He) asi como las desviaciones del equilibrio de HW con su intervalo de confianza
(IC) al 95%. Entre paréntesis se indica la desviacion estandar (SD) de cada uno de los estimadores.

SNPs
Localidades o Ar (SD) Ho (SD) He (SD) Fis (IC)
polimorficos (*)
1, 865 0,365 0,251
C1 1740 (0,865) -0,092 (-0,178; -0,021)
(0,342) (0,332) (0,174)
1,859 0,220 0,256
11 1727 (0,859) -0,165 (-0,240; -0,081)
(0,348) (0,311) (0,178)
1,809 0,170 0,204
12 1627 (0,809) -0,087 (-0,172; -0,005)
(0,393) (0,042) (0,174)
1,773 0,255 0,230
13 1554 (0,777) -0,151 (-0,250; -0,062)
(0,419) (0,078) (0,180)

Los valores obtenidos de heterocigosis esperada (He) en este estudio estan dentro del
rango descrito con paneles de SNPs en estudios poblacionales recientes poblacionales de
especies relacionadas de la misma familia (Daphnimorpha spp.; Thymelaeaceae;

Takahashi & Suyama., 2023), con aplicaciones en demografia y conservacion.

Por otra parte, valores bajos de diversidad genética en especies vegetales de baja altitud
pueden explicarse por una mayor presion antrépica a menores altitudes y por el aumento
de mutaciones en altitudes mas elevadas (mayor radiacién UV), provocando una mayor
diferenciaciéon entre ambas zonas (Vera et al., 2020). Estos aspectos se podrian analizar en
estudios futuros, comparando poblaciones costeras con otras continentales en altitud

elevada en distintas regiones ibéricas (Ramos-Capdn et al., 2024).

42



TRABAJO FIN DE GRADO MIRAS VINA CARLOS DANIEL

4.4.2 Analisis de diferenciacion y estructura genética

El coeficiente de diferenciacién interpoblacional (Fst) obtenido a nivel global en este estudio
fue de 0,044 lo que refleja un nivel bajo de diferenciacion genética entre las localidades
analizadas, aunque superior al valor obtenido con microsatélites (0,024), explicable por
varianza interloci dado el bajo numero disponible. Elanalisis con miles de marcadores SNPs
aescalagendmica ha permitido refinar el componente de diferenciacién entre poblaciones,
indicando un nivel cercano al limite entre divergencia baja y moderada (Fsr:0,05; Vilas &

Alvarez, 2023).

Los valores de Fsr por pares (Tabla 13) indicaron en que las muestras poblacionales menos
diferenciadas fueron Cies-Barra (Fsr= 0,014) y las mas diferenciadas fueron Barra- Salvora
(Fs=0,059). Todos los valores de Fsr por pares fueron significativos (p < 0,001) sefalando
diferencias genéticas entre todas las poblaciones analizadas, pero con diferente magnitud
relativa entre distintas comparaciones. La muestra C1 presenté la menor diferenciacién
con I1, con gradiente creciente respecto a las islas mas al norte (12 e 13). Por el contrario,
Salvora mostrd la mayor diferenciacién contra todas las restantes localidades, con el
menor valor respecto a Ons. Los valores de Fsr mas elevados, superiores a 0,5 (C1-I3, 11-12
e 12-13) indicarian una divergencia genética moderada entre esas localidades, sugiriendo un

menor flujo génico entre dichas poblaciones (Vilas & Alvarez., 2023).

Tabla 13. Valores del coeficiente de diferenciacién interpoblacional (Fsr) por pares de muestras
poblacionales estudiadas. En la mitad superior se indica la significacion: *** p-valor < 0,001.

Localidades C1 11 12 13
C‘l - *k%* *%k% *%k%
11 0,014 - *kk ThK
12 0,043 0,056 - —
13 0,059 0,056 0,032 -

*** p-valor < 0,001

En base a estos resultados con SNPs la muestra continental en Barra (C1) mostré mayor
diferenciacion con las muestras insulares mas alejadas, Ons y Salvora. Mientras C1 resulté

menos diferenciado de la muestra insular mas cercana en Cies, con una historia de
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conectividad en la ultima glaciaciéon (Arce Chamorro et al., 2021). Estos resultados son
concordantes con los detectados con marcadores microsatélites, a pesar de su numero
reducido, con particular interés del microsatélite Dro-42 como marcador de diferenciacion
interpoblacional en el area de estudio, de facil implementacion por PCR en muestras

futuras.

Los valores de Fsr en este estudio se encuentran dentro del rango descrito con marcadores
SNPs entre poblaciones de especies relacionas de la misma familia. En particular, son
similares a los encontrados entre pares de subpoblaciones con baja-moderada
diferenciacién de Daphnimorpha capitellata (Fs= 0,011-0,084). Por otra parte, contrasta
con los valores obtenidos en subpoblaciones con mayor grado de diferenciacion

Daphnimorpha kudoi (Fsr= 0,082-0,152) (Takahashi & Suyama, 2023).

En el trabajo realizado por GajdoSova et al., (2024) en la especie D. arbuscula, describieron
unos valores de Fsr por pares entre 0,0035y 0,0079, indicando una divergencia muy bajay
no significativa a escala microgeografica, aunque con cierta subestructuracién entre las
poblaciones. Los valores de diferenciacion interpoblacional pareados fueron superiores en
D. gnidium en el presente estudio, congruente con la representacion de muestras en

distintos territorios insulares (Tabla 13).

Los analisis de agrupaciéon bayesiana con STRUCTURE sugirieron que el numero de
unidades de poblacidon genéticamente homogéneas (K) mas probable oscilé entre dosy tres
(K= 2; K= 3). Para K= 2 un primer grupo estaba compuesto por C1 (Barra) e 11 (Cies) y el
segundo grupo por 12 (Ons) e 13 (Salvora). En K= 3 se refuerza el patrdn de diferenciacion
mostrada para K= 2, agrupando C1 (Barra) con I1 (Cies); pero detectando una ligera
diferenciacion entre 12 (Ons) ye I3 (Salvora). Finalmente, se analizé también K= 7 como valor
sugerente de estabilizacién de probabilidad, donde se observé un patrén de dificil
interpretacion a escala local, pero que confirma la similitud entre C1 (Barra) e I1 (Cies) en
comparacion con el resto de las areas insulares, con ligera substructuraciéon entre Ons 'y

Salvora, coincidiendo con el andlisis para K= 3.
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K=2
K=3
K=7

C1 (Barra) I1 (Cies) 12 (Ons) I3 (Salvora)

Figura 8. Agrupacion genética representada por el analisis de STRUCTURE para K=2, K=3 y K= 7.
Cada individuo esta representado por una barra vertical, y la proporcion cromatica para cada barra
se corresponde con la probabilidad posterior de asignacién cada individuo a los diferentes grupos
(K) estimado por el programa. Los individuos se agrupan por localidades de procedencia.

Los resultados seleccionados (Fig. 8) corresponden a los mas probables detectados en el
analisis STRUCTURE con distintos métodos. El grafico de Probabilidades donde la curva se
estabiliza sustentaria Ln (PD) para K= 7. Sin embargo, calculando el estadistico AK
propuesto por Evanno et al. (2005), el valor mas probable de K seria 2, seguido de 3,
confirmando los resultados obtenidos (Fig. 8), en todo caso, revelando un patrén de
estructuracion genética concordante entre los distintos valores de K mas probables. El
valor de K sugerido por el andlisis BIC resulté equivalente al valor é6ptimo del método de

Evanno et al. (2005) mencionado.

Estos andlisis de estructura respaldan los valores de diferenciacion Fsr por pares (Tabla 14)
indicando baja divergencia genética entre las localidades de Barra y Cies, diferenciadas de
Onsy Salvora, también divergentes entre si. Esto sugiere diferentes niveles de fujo génicoy

estructuracion genética entre las poblaciones estudiadas.

La presencia de tres grupos diferenciados obtenidos en los analisis de STRUCTURE se
confirmd con el diagrama DAPC. Los 13 componentes principales (PCs) permitieron
abarcar el 53,8% de la varianza utilizando como analisis discriminatorio del eingevalue 1
frente al 2 (Fig. 9). Los resultados obtenidos con SNPs en D. arbuscula descritos por

Gajdosova et al., (2024), revelaron un grado de subestructuracidon entre las diferentes
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muestras poblacionales analizadas en una escala local microgeografica, aunque la
comparacion entre distintas especies ha de ser tomada con precaucioén, bajo procesos

evolutivos especificos.

C1 (Barra)

11 (Cies)
=12 (Ons)

13 (Salvora)

PCA eigenvalues A eigenvalues

Figura 9. Analisis discriminante de los componentes principales (DAPC), representando el primery
segundo factor discriminante (DF) incluyendo el peso del analisis discriminante retenido (DA) para

representar el 53,8% de la varianza

Enresumen, los analisis de microsatélites mostraron unavisiéon preliminar complementada
con un amplio numero de SNPs para obtener unaimagen representativa a escala gendmica
de la diversidad y estructura genética de las poblaciones de D. gnidium en las costas
atlanticas de Galicia. Los microsatélites evidenciaron una distribucion heterogénea de la
diversidad, con mayores valores en Barra (C1) y Cies (I1), en comparacién con las
poblaciones aisladas de Ons (12) y Salvora (I13), donde se observa menor riqueza alélica y
heterocigosis, sugiriendo efectos del aislamiento y la deriva. El analisis de estructuracion
con SNPs revelé una mayor diferenciacion global entre localidades, con un 4,4% de la
variacion atribuible a diferencias entre poblaciones, indicando una separacion entre las

insulares y continentales.
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La combinacion de microsatélites y SNPs ha permitido identificar grupos poblacionales
genéticamente diferenciados indicativos de diferentes unidades de gestion, de utilidad para
apoyar planes de conservacion para preservar la diversidad genética, en el marco del

proyecto LIFE INSULAR (https://www.lifeinsular.eu/). Entre las orientaciones genética de

gestion y conservacion, tal como se ha descrito en diferentes plantas, se recomienda
preservar la diversidad genética total detectada en el area de estudio, manteniendo el
componente genético de diferenciacion interpoblacional, para garantizar el potencial
evolutivo de las poblaciones, evitando translocar material vegetal entre grupos

genéticamente diferenciados (Vera et al. 2020; Bouza et al. 2023).

5.CONCLUSIONES

— Lapuestaa punto de un panel de nueve marcadores microsatélites en Daphne gnidium
previamente caracterizados en D. rodriguezii demostré alta tasa de conservacion en
regiones cebadoras de ambas especies, aunque bajo rendimiento en calidad de
genotipado y polimorfismo, desaconsejando su uso en estudios de variaciéon genética
en D. gnidium.

— Dos marcadores microsatélites (Dro-25 y Dro-42) resultaron viables e informativos en
las muestras poblacionales objeto de analisis, confirmando su utilidad para estudios
futuros en D. gnidium.

— La caracterizacion de marcadores SNP obtenidos mediante genotipado por
secuenciacion permitié disponer de un panel de 2011 loci de calidad con baja
proporcion de datos ausentes en las muestras poblacionales analizadas.

— El andlisis preliminar de diversidad y diferenciacion genética con marcadores
microsatélites resultd altamente concordante con el analisis ampliado con SNPs. Los
mayores niveles de diversidad genética se detectaron en el area insular de Cies y
continental de Barra, frente a niveles menores de diversidad en las islas de Ons y
Salvora, asociados con menores censos poblacionalesy flujo génico reducido respecto

alresto de poblaciones.
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o

Los analisis de diferenciaciony estructura genética permitieron discriminar dos grupos
insulares diferenciados en el Parque Nacional de Illas Atlanticas, la muestra
poblacional de Cies aparece mas conectada al area continental en Barra que al resto
de islas analizadas, Ons y Salvora, a su vez relacionadas entre si.

La informacion genética proporcionada puede ser utilizada por las autoridades
competentes para el desarrollo de acciones adecuadas de gestiony conservacion, con
el objetivo de preservar el potencial evolutivo de la especie y evitar la translocacion de

material vegetal entre grupos genéticamente diferenciados.
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