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RESUMEN

Nothofagus alessandri es una especie arborea del bosque maulino y esta amenazada por la
continua degradaciéon de su habitat. Se necesita una reevaluacion de su estado de
conservacion, siendo la estimacion de su diversidad genética actual un insumo muy
importante. Los marcadores moleculares basados en polimorfimos de un solo nucleoétido
(SNP) son altamente informativos y en conjunto con la secuenciacion de nueva generacion
(NGS), es muy simple y econdémico analizarlos. Sin embargo, debido a que esta es una
especie poco estudiada y sin genoma de referencia, la deteccion y genotipificacion de SNPs
presenta como desafios evitar SNP’s putativos y la alta cantidad de datos perdidos. Se aplico
la tecnologia Genotyping-by-Sequencing y baja cobertura de secuenciacion, y para afrontar
los desafios anteriormente sefialados se realiz6 un andlisis de sensibilidad probando dos
parametros; la tolerancia de error (ETR) y la minima cantidad de tags por individuo
(mintagnum). Se busca probar los efectos de estos dos pardmetros sobre la resolucion de los
resultados e informatividad del andlisis genético poblacional. Para cuantificar estos efectos,
se utilizaron dendrogramas basados en distancia genética, con sus respectivos indices
cofeneticos totales, para representar el nivel de balance de los dendrogramas. Ademas, se
generaron graficos de Andlisis de componentes principales para reflejar la resolucion de las
matrices, y utilizaron métodos de agrupamiento no supervisado para darle coherencia al
numero de grupos generado versus las poblaciones reales muestreadas. Se encontré que
ambos parametros influyen significativamente en la cantidad de SNPs detectados y
genotipificados, sin embargo, no se observa un efecto claro en la estructura de los datos, ni

tampoco en la capacidad resolutiva.



ABSTRACT

Nothofagus alessandri is a tree species from the Malue’s forest, which is considered under
threat due to the degradation of its habitat. As a result, this species requires a reevaluation of
its conservation status, being genetic diversity a pivotal component necessary for a correct
assessment. Among molecular markers, Single Nucleotide Polymorfisms (SNP) highlight
because their high rates of genetic variation, which have become more accessible thanks to
the use of Next Generation Sequencing platforms (NGS). Nonetheless, given that N.
alessandri lacks of proper referential genomic data, detection and genotyping represents a
ubiquitous challenge to avoid putative SNPs and retrieving feasible data under high missing
sequencing rates. Given the relevance of addressing its impending conservation threat, this
study aimed to determine the effects of filtering settings choice on genotyping, SNP recovery,
and resolution of genetic variability among N. alessandri populations. For this purpose,
Genotyping by Sequencing (GBS) with low sequencing coverage was used to conduct a
sensitivity analysis using different combinations of error tolerance (ETR) and minimum
number of tags per individual (tagnummin) as filtering choices. The resulting data was used
to assess the cophenetic index to evaluate the effects in clade balance and resolution in
genetic distance dendrograms. Furthermore, Principal Component Analyses were employed
to detect changes in matrices resolution, plus the use of unsupervised clustering methods to
elicit the coherence between cluster retrieved and in-site collected populations. The results
suggest that the selection of filtering parameters influences on the quantity of SNPs retrieved;

yet, neither effect on clade resolution nor data structure were detected.



I. INTRODUCCION

La zona mediterranea de Chile entre la region de Valparaiso y el Bio-Bio, se destaca por su
alta biodiversidad y ha sido clasificado como un punto importante para la conservacion con
relevancia global (Myers et al. 2000). Entre estas regiones también se concentra la mayor
densidad poblacional del pais, teniendo como consecuencia una mayor explotacion de los
recursos naturales que ha provocado la transformacion y el deterioro del paisaje. Con un auge
desde mediados de los 70°, los bosques maulinos han sido sucesivamente fragmentados,
intervenidos y deteriorados por distintas actividades antropicas, principalmente por la
agricultura, la silvicultura e incendios forestales (Hechenleitner y Gardner 2005, Torres-Diaz

et al. 2007, Moya et al. 2018, Valencia et al. 2018).

En esta area la especie Nothofagus alessandrii, cominmente conocido como Ruil, un arbol
caducifolio circunscrito a una pequefia area en la cordillera de la costa que no supera los
100km de extension latitudinal, ha sido de los mas afectados por continuas talas y quemas a
principio del siglo XX (Grau 1970, Donoso y Landaeta 1983). Sus bosques remanentes estan
en una situacién fragil, muy fragmentados y rodeados en una matriz de plantaciones
forestales aldctonas, mayoritariamente de Pinus radiata, una especie agresiva capaz de
invadir y desplazar los bosques de N. alessandrii (San Martin y Ramirez 1984, Bustamante

y Castor 1998, Santelices et al. 2012, Gonzélez et al. 2022).

De las devastaciones mas graves de los ultimos afios que ha sufrido el N. alessandrii, es
destacable el incendio forestal de enero y febrero del afio 2017, siendo uno de los més grande
de la historia del centro-sur del pais, cubriendo una superficie de aproximadamente 184.000
ha del bosque maulino, afectado a las poblaciones sobre un 85% moderada o severamente

quemadas. (Valencia et al. 2018, Gajardo et al. 2022, Gonzalez et al. 2022).

Desde el 2005 N. alessandrii se encuentra en peligro critico (Hechenleitner y Gardner 2005),
e internacionalmente la UICN lo clasifica en peligro de extincion (Barstow 2017). Las

especies en peligro de extincion suelen tener pequenas poblaciones en declive que significan



pérdidas constantes en la diversidad genética, por lo tanto, pérdidas de adaptabilidad de la
poblacion ante cualquier cambio del ambiente. Ante la grave situacion de N. alessandrii, es
urgente conocer su diversidad genética para orientar un plan de reforestacion y restauracion
de sus bosques, con el fin aumentar el flujo génico. Segiin Torres-Diaz, et al. en 2007, N.
alessandrii, mantiene una diversidad genética relativamente alta, dando a entender que esta,
a pesar de su restringido rango geografico, no ha sido (ain) severamente afectado por la
deriva génica o la endogamia. Por otra parte, el estudio indica que la diversidad genética
entre poblaciones es baja indicando que los fragmentos remanentes de la especie no estan
diferenciados. Sin embargo, otros estudios sugieren que existen al menos dos poblaciones
genéticamente diferentes (Pineda Bravo 1998, Santelices Moya et al. 2009), tal contradiccion
hace necesario hacer mayores estudios para consensuar la informacion, ya que al no existir
claridad puede significar un riesgo de contaminacidon genética introducir individuos de

distintas localidades (Moya ef al. 2018).

Ademas, el estudio se bas6é en marcadores moleculares proteicos (isoenzimas), marcadores
con baja cobertura que no reflejan todos los cambios que el ADN puede tener y también se
pueden ver afectados por factores ambientales en su expresion, por lo tanto, los resultados
deben ser interpretados con cautela. [gualmente, ya han pasado mas de quince afnos desde su
investigacion, y es necesario reevaluar la situacion actual de N. alessandrii con el uso de

técnicas mas modernas de marcadores moleculares basados en ADN.

Un marcador molecular es un caracter o secuencia de ADN en un lugar identificable del
genoma cuya herencia es rastreable. Estos se clasifican como co-dominantes o dominantes
(esto se refiere a si son capaces o no de identificar si un caracter es homocigoto o
heterocigoto), los que se distinguen entre ellos segin su sensibilidad, cobertura y
reproducibilidad (Sunnucks 2000, Alcantara 2007). A partir de las cualidades mencionados
anteriormente, un marcador molecular ideal para evaluar la diversidad genética es aquel que
sea capaz de cubrir todo el genoma y que contengan loci que no se encuentren bajo presiones

de las fuerzas evolutivas (Hoglund 2009)



Los marcadores SNPs (o polimorfismo de nucledtido inico) son mutaciones en la secuencia
de ADN de una sola base nitrogenada; deseables para estudios de genética de poblaciones ya
que: estan distribuidos en el genoma de muchas especies en zonas codificantes y no-
codificantes, su evolucion se asemeja a modelos de mutacion simples, acumula menos errores
de replicacion por la ADN polimerasa en comparaciéon a otros marcadores, entre otros
(Hoglund 2009). Para trabajar con marcadores SNPs se necesitan dos etapas, el
“descubrimiento” de los loci, y luego genotipificarlos (Morin et al. 2004). Ambos pasos
ocurren de forma paralela utilizando la técnica de GBS (Genotyping-by-Sequencing) (Elshire
et al. 2011). Debido a que GBS est4 basado en enzimas de restriccion y la secuenciacion de
nueva generacion (NGS), el descubrimiento y genotipado de SNPs se ha vuelto un sistema
sencillo incluso para especies sin un genoma de referencia, los cuales suelen ser
problematicos ya que se vuelven necesarios mayores cuidados para los criterios a considerar
en el llamado de SNPs y su filtrado para la eliminacion de loci putativos (Ekblom y Galindo

2011, Narum et al. 2013, Torkamaneh et al. 2016).

La secuenciacion masiva puede producir decenas, cientos o miles de gigabases (Gb) en datos
de secuencia, por lo cual se utilizan pipelines para filtrar, ordenar y alinear dichas secuencias.
Cada pipeline esta disefiado para contextos distintos como la ploidia de la especie problema,
el material utilizado o el ensamblaje. El nivel de filtrado de datos depende de los objetivos
del estudio ya que pueden ser sensibles a los datos perdidos y al tamafio de muestra de los
individuos. Variadas publicaciones recientes muestran como los parametros para identificar
loci de novo pueden afectar considerablemente los resultados (Andrews et al. 2016). Por
ejemplo, en la busqueda de genes de resistencia de Medicago sativa L. contra Verticillium
Wilt, utilizando diferentes pipelines encontraron diferencias en la cantidad de marcadores
descubiertos, densidad, heterogocidad y los loci dentro de los distintos cromosomas (Yu et

al. 2017).

UNEAK (Universal Network Enabled Analysis Kit) (Lu ef al. 2013), es una pipeline hecha
para especies sin genoma de referencia y genotipificacion de baja cobertura. Esta pipeline se

encarga de generar un mapa de haplotipos (HapMap) a partir de los datos en FASTQ



entregados por la NGS. Los archivos son procesados para obtener una lista de zags, (alelos)
de 64 pb, los cuales se alinean y se le entregan datos de posicion en el genoma (de existir un
genoma de referencia; no siendo un paso obligado), obteniendo la matriz en formato
HapMap. En estos procesos, los parametros fundamentales son la enzima de restriccion
utilizada; ETR, la tolerancia de error, que se refiere a los errores de secuenciacion que podria
resultar del NGS, tipicamente predeterminado en 0.03 por la tasa de error de illumina; y el
minTagnum, que es la minima cantidad de veces que un tag debe estar presente entre los
individuos, para evitar posibles tags resultantes de un error de secuenciacion y suele estar

predeterminado en 5 o 10 (Lu et al. 2013, Glaubitz et al. 2014).

Algunos cambios en las variables mencionadas, como un alto ETR causan un mayor llamado
de SNPs, pero también mayor cantidad de SNPs putativos y de datos perdidos. Caso
contrario, un ETR mas cercano a 0 disminuye el llamado de SNPs y por lo tanto la cobertura
de SNPs en el genoma, sin embargo, esto generard una estimacion poco realista de la real
diversidad genomica. En el caso de minTagnum, valores bajos aumentan la cobertura de
SNPs, tanto reales como putativos, en cambio altos valores causaré el caso contrario. (Lu et

al. 2013)

Se ha reportado que filtros tolerantes para aumentar la cantidad de deteccion de SNPs a pesar
de tener una gran cantidad de datos perdidos, aumenta también la resolucion para arboles
filogenéticos tanto en datos simulados (Huang y Knowles 2016), como también para datos
reales, como los peces ciclidos del lago victoria (Wagner et al. 2013), y para las aves
terrestres galliformes (Hosner et al. 2016). Por esto, es importante probar diversos filtros
considerando la cantidad de individuos del anélisis, cobertura de SNPs esperada, y los

objetivos de la investigacion. (Lu et al. 2012)



Pregunta de Investigacion

(Como influyen los pardmetros de deteccion y genotipificacion de SNPs usando GBS en la
resolucion de los resultados e informatividad del andlisis genético poblacional en Nothofagus
alessandrii?

Hipotesis:

El aumento de la tolerancia en los parametros de deteccién y genotipificacion de SNPs
usando GBS genera un aumento en la resolucion de ordenamiento de las poblaciones de

Nothofagus alessandrii.

Objetivo general
Sensibilizar los pardmetros de deteccion y genotipificacion de SNPs usando GBS en un

analisis genético poblacional en Nothofagus alessandrii.

Objetivos especificos:
Comparar parametros estrictos y tolerantes para la deteccion y genotipificacion de SNPs de
las poblaciones de N. alessandrii.

Construir, analizar y comparar dendrogramas y PCA de las poblaciones de N. alessandrii.



ILMETODOLOGIA
2.1. Material vegetal

Se muestrearon 30 individuos de Nothofagus alessandrii de 10 localidades en la region del
Maule: “Agua Buena” (AB), “El Desprecio” (ED), “Huelon” (HUE), “La Bodega” (LB), “Lo
Ramirez” (LR), “Macal” (MAC), “Porvenir” (POR), “Quivolgo” (QUI), “RNAC EI Corte”
(REC) y “RNAC El Fin” (REF). Las zonas en donde fueron recolectados se pueden observar
en la Figura 1. El material vegetal se obtuvo de los brotes después del incendio del 2017, de
los cuales se extrajo el ADN en la Laboratorio de Epigenética Vegetal de la Universidad de
Concepcion y se mandaron a procesar por Genotyping-by-Sequencing (GBS) en Wisconsine

University (EEUU).
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Figura 1: Mapa de las zonas de muestreo de Nothofagus alessandrii en la Region del Maule



2.2. Procesamiento de datos brutos

Con Illimina, se utiliz6 la enzima ApeKI y obtuvo 42.654.563 lecturas en archivos FASTQ.
A partir de estos archivos, se realizo el analisis con la pipeline UNEAK (Lu ef al. 2012), con
los parametros recomendados a excepcion de la tasa de tolerancia de error (ETR) y el
tagnumber. Se sensibilizaron los parametros de ETR probando 0,01, 0,03 y 0,05, y tagnum

usando los valores 2, 3, 4 y 5, obteniéndose asi 12 archivos HapMap.hmp.

El funcionamiento y los cambios en la pipeline UNEAK se describen como:

2.2.1. Tagsy filtrado de datos de secuencias brutos.

Primero se ingresa a la pipeline un “Key file” con los codigos de barra (barcodes) de cada
individuo, UNEAK lee todas los archivos FASTQ y busca coincidencias con uno de los
barcodes esperados seguidos de los remanentes de los sitios de corte (CAGC o CTGC para
la enzima ApeKI) y los trunca en 64 pares de base (pb), dejando el sitio de corte remanente
y eliminando los barcodes. Las lecturas que contengan datos perdidos (N) dentro de las
primeras 64 pb después de los barcodes son eliminados a modo de filtro inicial. Las lecturas
que contengan un sitio de corte incompleto (por una incompleta digestion de la enzima o
formacion de quimeras) o que contentan el comienzo de un adaptador comun (por fragmentos
de restriccion menores a 64pb) son rellenados con hasta 64pb con polyA y se truncan
apropiadamente. La longitud real de las lecturas truncadas es registrada en un archivo
TagCount de salida, que ademds contienen un nuevo codigo de barras con el ID de cada
muestra a la que corresponda. Estos archivos ademds contienen el nimero de veces que fue
un tag observado y son ordenados por su secuencia.

Posteriormente, se vuelve a remover aquellos tags tUnicos por posibles errores de
secuenciacion, de las secuencias alineadas se genera una red (network) en el que se descartan
networks muy “complicados”, este filtro es regulado por la tasa de tolerancia de error (ETR
por sus siglas en inglés). Luego se define la minima cantidad de veces que un tag debe estar
presente en el archivo TagCount, (minTagNumber, o minTG). Finalmente, los tags

reciprocamente alineados que se diferencian en una sola base son definidas como un SNP.



2.2.2. Analisis de parametros

2.2.2.1. MinTagnumber
Se refiere a que un tag debe estar presente al menos a una cierta cantidad de individuos. Se
probaron los MinTagnum (TG) 2, 3, 4 y 5. La configuracién 5 o 10 es tipica, pero estos
fueron escogidos para probar matrices con la mayor cantidad de SNPs posibles y por la
cantidad de individuos disponibles. Tags que no cumplian estos requisitos fueron eliminados

por el pipeline.

2.2.2.2. Tasa de tolerancia de error
La tasa de tolerancia de error (ETR) se refiere a los errores de secuenciacion de Illumina.
ETR mas altos genera mas SNPs, pero también mas SNPs putativos. Cuando ETR es igual a
0 significa que solo se mantendran aquellos tags que son puramente recriprocos y que no
hubo ningin error de secuenciacion, siendo este es el valor mdas estricto. El valor
predeterminado es de 0,03, ya que se sabe que este es el error promedio de Illumina. Este
parametro depende de la cobertura de la enzima, y debido a que no tenemos un genoma de
referencia, decidimos evaluar un ETR inferior (0,01) y uno mayor (0,05), que son los valores

minimos y maximos recomendados.

Los archivos FASTQ se ingresaron al pipeline con todos los pardmetros mencionados
generando un total de 12 archivos HapMap.hmp, los que fueron ingresados y procesados con

TASSEL V5.0 (Glaubitz et al. 2014)

2.3. Analisis exploratorio de datos

2.3.1. TASSEL V5.0
Con los archivos HapMap obtenidos se transformaron a archivos .VCF (Danecek et al. 2011),
(por sus siglas en inglés de Variant Call Format, o llamado de variantes, es un formato de
texto que almacena las variantes de varias secuencias de genes) y se obtuvieron tablas

resumen de las matrices, cantidad de SNPs, datos perdidos, entre otros.



23.2. R4.2.1
Con la interfaz de RStudio 2022.07.02 (Team 2016), se ingresaron cada una de las matrices
en formato .vcf, utilizando el paquete vcfR (Knaus y Griinwald 2017), junto al paquete
adegenet (Jombart et al. 2018), y se le agreg6 informacién de las localidades donde fueron

recolectados cada individuo.

2.3.2.1. Dendrogramas
Utilizando el paquete ape (Paradis et al. 2019), para cada archivo se calculd una matriz de
distancia utilizando la funcién bit.wise que utiliza la distancia de Hamming. Se generaron
dendogramas con el algoritmo de Neighbor Joining, del cual se calcularon 999
pseudoreplicas con Bootstrap para medir el soporte de los grupos obtenidos. También se
utiliz6 el paquete RColorBrewer (Neuwirth y Brewer 2014), para agregar colores segtn la
localidad y facilitar la visualizacion de los dendrogramas.
Este tipo de agrupamiento no supervisado ignora de que localidad viene cada individuo y no
requiere que se especifique de antemano la cantidad de grupos que presentan los datos, ya
que los ordena jerarquicamente en base a su distancia genética. Este tipo de agrupamiento,
graficamente son arboles enraizados con hojas etiquetadas, en la que las hojas representan
los individuos, los nodos miden la distancia que hay entre las hojas, y ayudan a ver su orden
jerarquicamente.
Para medir y comparar la resolucion de la informacion de los dendrogramas se utilizé el
paquete TotalCopheneticIndex (Mir y Rosselld 2013), este utilizando el indice de cofenético
total estima el balance de un arbol, calculando la suma de todos los pares de hoja diferentes,
sobre la profundidad de su ancestro comin mas bajo. Si bien este indice estd hecho para
comparar arboles filogenéticos, es utilizado para medir resolucion ya que estd basado no solo
en la topologia de los arboles, sino que también considera el largo de las ramas, entre otras
cosas.
Los valores mas bajos de este indice indican un mayor balance, por lo tanto, una mejor
resolucion de los datos y son para los dendrogramas mas resueltos que todos sus nodos
internos se bifurcan en dos nodos hijos hasta llegar a las hojas. Los valores mas altos son

para los dendrogramas tipo “oruga” (que son arboles en el que sus nodos internos bifurcan
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en hijos hojas o nodos terminales) o tipo “estrella” (arboles en que enraiza a variadas nodos

hojas).

2.3.2.2.  Analisis de componentes principales
Otros analisis de agrupamiento no supervisado fue en Andlisis de Componentes principales,
utilizando el paquete Ade4 (Chessel et al. 2004), para visualizar la estructura de los datos y
sus distancias genéticas. También los individuos fueron coloreados segtn su localidad.

2.3.2.3.  Analisis discriminante basado Componentes Principales
Para responder la pregunta de cuantos grupos hay en los datos, o a que grupo pertenece cada
individuo se utilizaron los algoritmos de agrupamiento K-medias y un Anélisis discriminante
de componentes principales (DAPC, por sus siglas en inglés) utilizando el paquete adegenet
2.0 (Jombart y Collins 2015). Para orientar el andlisis, primero debe aproximarse un
agrupamiento apriori de los grupos presentes en el set de datos, lo que se calcul6 usando un
criterio de K-medias. Posteriormente, los grupos definidos fueron testeados usando un
analisis discriminante usando los de componentes principales mas informativos, los que
fueron complementados usando un grafico de barras con la probabilidad posterior de
pertenencia para cada genoma. Dado que el nimero de grupos (k) puede estar influenciado
por el nivel de grupos seleccionados apriori, se probd este test con diversos nimeros de
agrupamiento. Con estos tres analisis, se hizo con el paquete ggpubr (Kassambara y
Kassambara 2020) un grafico multipanel (nimero de agrupamientos, DAPC de grupos
obtenidos y grafico de barras con probabilidad posterior de pertenencia) que justifican la

cantidad de poblaciones por cada matriz.

2.3.2.4. Factorizacion de matriz no negativa dispersa
Finalmente, para complementar los resultados del andlisis anterior, se realizd un nuevo
analisis de agrupamiento basado en la factorizacidon de una matriz no negativa dispersa
(sNMF por sus siglas en inglés) utilizando el paquete LEA (Frichot et al. 2014). El programa
calcula el coeficiente de ascendencia, que es la proporcion de los genomas individuales
provenientes de K poblaciones ancestrales (pool gene). Es similar a los programas

ADMIXTURE y STRUCTURE, pero este algoritmo fue seleccionado por su rapidez,
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eficiencia y porque es mas acertado en presencia de endogamia (Frichot et al. 2014). Para
escoger la cantidad de conglomerados, este algoritmo utiliza el criterio de entropia cruzada
(cross-entropy criterion) en el que valores mas bajos usualmente significan mejores
ejecuciones del programa.

Para comprobar la sensibilidad de los resultados, se hizo un dendrograma a partir de las
distancias de las proporciones del resultado anterior para cada localidad con el paquete stats

(Team 2016).

Asi, se defini6 como mejor matriz aquella que tenga un menor indice cofenetico, menor
perdida de datos, y que ordene y distribuya mejor los datos, segin poblaciones y distribucion

geogréafica real.

2.3.3. QGIS
Finalmente, utilizando QGIS 3.28.2 (QGIS 2015), se introdujeron los valores de los
coeficientes de ancestros obtenidos del analisis anterior y se graficaron en el mapa de las

localidades muestreadas con graficos de torta.
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IILRESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de Matrices

De las 12 matrices generadas con el Software TASSEL, se hizo una tabla resumen de la
cantidad de SNPs que albergd cada matriz. Tal como se observa en la Tabla 1, la caida de
SNPs se mantiene entre los distintos ETR, indicando que la disminucién de los marcadores

depende del TG seleccionado.

Tabla 1: Numero de SNPs segiin Tagnumbers con distintos ETR.
ETRs: 0,01-0,03-0,05
35000
30000
25000

20000

N de SNPs

15000
10000

5000
TG 2 TG 3 TG4 TG 5

e FTR 0,03 28990 20496 17455 15792
ETR 0,05 29670 20839 17699 15983
ETRO,01 27092 19958 17222 15651

De igual forma, el porcentaje de datos perdidos varia solo segun TG, como se observa en la

Figura 2, y no tiene grandes diferencias entre los ETR.
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Figura 2: Porcentaje de datos perdidos segin Tagnum para ETR 0.01, 0.03 y 0.05

3.2. Agrupamiento no supervisado de datos, Jerarquico
3.2.1. Dendrogramas

En la Figura 3 comparamos los indices cofenéticos totales con la cantidad de SNPs
descubiertos para cada matriz. Las matrices con valores mas bajos del indice cofenético total
son ETR0.03TG4, ETR0.03TGS, ETR0,05TG2 y ETR0,05TG3, matrices que contienen un
variado nimero de SNPs, desde 17455 a 29670, sugiriendo que el indice cofenético no es
afectado por la cantidad de SNPs, o que estas matrices contienen una menor cantidad de loci

putativos.
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Figura 3: Valores del indice cofenético total para cada uno de los dendrogramas generados,
comparandose con la cantidad de SNPs analizados.

En la Figura 4 se compara el numero de SNPs con el indice cofenético total de todos los
filtros aplicados en un diagrama de dispersion. En él se puede confirmar que no existe una
relacion entre estas variables, y que el filtro de ETR 0.05 presenta un mayor éxito en

resolucion con valores mas bajos de indice cofenético total, junto a los filtros TG 3 y 5.
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Figura 4:Diagrama de dispersion de los filtros ETR y TG comparando sus indice cofenético

total y numero de SNPs llamados.

En la Figura 5 podemos observar los dendrogramas con los indices cofenéticos totales mas
altos, obtenidos de las matrices ETR0,05 TG4 Y ETRO0,01 TG4, en ellos si se puede
diferenciar entre los grupos de norte y sur, sin embargo, quedan algunos individuos como

grupos externos y se observan “orugas”, indicando un bajo balance del arbol.
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Figura 5: Dendograma para ETR0.05 TG 4 y ETR 0.01 TG 4 de izquierda a derecha

En la Figura 6 podemos observar dendrogramas generados a partir de las matrices E0.03TG4
y E0.03TGS. Estos graficos fueron los que presentaron indices cofenéticos totales mas bajos,
y se logra diferenciar a los grupos de norte a sur, los que fueron divididos en tres grupos. En
el dendrograma generado por E0.03T4 se tiene por un lado a “ED”, “HUE”, “REC”, “REF”
de la zona sur en un grupo, a los individuos de “POR” junto a un individuo de “REC” en un
segundo grupo, y a los individuos muestreados en el norte en un tercer grupo. En el tercer
grupo también podemos observar un subgrupo externo que aglomera a individuos
muestreados de la zona sur. En el dendrograma generado por ETR0.03TGS5 también se
formaron tres grupos, en el primer grupo de encuentra a “ED”, “HUE, “POR” y un individuo
de “REC” y uno de “LR”. En el segundo grupo se ordenan juntos a “ED”, “REC”, “REF” y
a un individuo de “LB”, y en el tercer grupo a individuos de la zona norte, como “QUI”,

“HUE”, “AB” “MAC”, “LR”, y un subgrupo externo de individuos de la zona sur.
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Figura 6: Dendograma para ETR0.03 TG 4 y ETR 0.03 TG 5 de izquierda a derecha

Estos subgrupos externos de individuos muestreados en la zona sur pero que son agrupados
junto a individuos de la zona norte, podria ser algo completamente normal, si se considera el
flujo génico en una especie con distribucion restringida como Nothofagus alessandrii o bien
por una traslocacion por accion humana de alguna reforestacion pasada sin consideraciones
genéticas por la poca informacion que se tiene de la especie (San Martin y Ramirez 1984).

Otros dendrogramas pueden ser revisados en el apéndice B

3.3. Analisis de componentes principales

Para evaluar la estructura poblacional, se realizaron PCA a cada una de las matrices (que
pueden ser revisados en el apéndice A), en las que no se observaron grandes diferencias entre
los ETR, pero si se puede observar una diferencia en la estructuracion de los datos entre los
TG. Con estos resultados se reafirma que TG es un pardmetro crucial para la estructura y

resolucion de los datos.
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Todos los PCA realizados logran diferenciar entre los componentes a las localidades de la
zona norte y de la zona sur, como se puede observar en la Figura 7, que en el lado izquierdo
del componente 1, se encuentran los individuos de las localidades sur “REF”, “LB”, “POR”,
“ED”. Los individuos de la localidad “REC” se encuentran mas cercanos al centro de origen,
pero se siguen agrupando cercanos a las localidades del sur. También se encuentra a “QUI”
a la izquierda del componente 1, pero esta diferenciado de los individuos de la localidad sur
por el componente 2. A la derecha del componente 1 se encuentra “AB” muy alejado de los
otros individuos, a “MAC” y a “LR” mads cerca del origen. En particular los individuos de la
localidad “AB” estan muy apartados de las demas localidades si se los compara con el
componente 1, pero si se les compara con el componente 2, estd mas bien diferenciado con
los individuos de “QUI” y “MAC”. Haciendo que tenga mas sentido los dendrogramas en los
que “AB” se encontraban agrupados junto a individuos de “HUE”, “LR” Y “REC” que en

los PCA, son las localidades mas cercanas al origen.

También se pueden destacar en particular a 3 localidades. Quivolgo, representado con un
naranjo saturado, con parametros menos estrictos se encuentra alejado de las demas muestras,
pero segun se van restringiendo los parametros, estos individuos se acercan al origen. Con
Macal, representado con rojo saturado, al contrario, con TG 2 (menos estricto) se encuentra
mas cerca del origen, y cuando se restringe los parametros con TG 5, estos individuos se
alejan de los demas. Y con AguasBuenas, con mayor restriccion de parametros los individuos
se acercaron mas entre ellos y se mantuvieron a la misma distancia de los demas. Revisar

apéndice A para mayor informacion.
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Figura 7: PCA generado a partir de las distancias genéticas de la matriz ETR0.03 TG 4,
comparandose con el mapa de la distribucion de las localidades muestreadas a la izquierda

3.4. K-medias y Analisis discriminante de componentes principales.

En la Figura 8, se compara cuatro matrices de los distintos minTagNumber para ETR 0.03,
con graficos multi-panel de las varianzas de las K-medias para cada grupo, un andlisis
discriminante de los componentes principales, y un grafico de barras de la probabilidad

posterior de a qué grupo perteneceria cada individuo en dinstios K-grupos.

En esta comparacion, los 4 graficos son casi iguales, debido a que este tipo de analisis
optimiza la separacion de individuos en grupos pre-definidos basados en la discriminacion
de las combinaciones lineales provenientes del PCA, en este caso se retienen solo dos
componentes y se utilizd solo la probabilidad posterior de pertenencia, excluyéndose
informacion valiosa para conocer la estructura genética de los individuos (Jombart y Collins

2015).
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Figura 8: Comparacion entre los minTagnumber para ETR 0.03 con graficos multi-panel de
tres partes, A: Varianza de las K-medias. Representa en su eje X el nimero de grupos, y en
el eje Y, la varianza de las distancias intra de los grupos. B: Analisis discriminante de
componentes principales para dos grupos. C: Grafico de barras de la probabilidad posterior
a que grupo pertenece cada individuo en distintos K-grupos.

En todas las matrices, que pueden ser revisadas en el apéndice C, el andlisis de K-medias
tiene su menor varianza intra-grupos con K =2, y como se puede observar en la parte C de
los graficos de la figura 10, la localidad “AB” se diferencia tanto de los otros grupos, que
hace que el resto de las localidades se agrupen todas juntas. Esto sucedid de igual forma para

las matrices ETR 0.01 y ETR 0.05.
3.4.1. Proporcidn de coeficientes de ascendencia.
Debido a que no hubo mayor sensibilidad en el analisis anterior, se hizo un nuevo analisis de

agrupamiento no supervisado particionado, basado en la factorizacion de una matriz no

negativa dispersa (sMNF por sus siglas en inglés).



21

En la Figura 9 se observa que, segun el criterio de entropia cruzada, el nimero mas probable
de grupos en estos sets de datos son tres poblaciones y este resultado se mantiene igual para

el resto de las matrices ETR 0.01 Y ETR 0.05, que pueden observarse en el apéndice D

ETR 0.03
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Figura 9: Graficos para la validacion cruzada de entropia para K = 1-10, para los distintos
minTagNumber de las matrices de ETR 0.03

En la Figura 10, se grafican los coeficientes de ascendencia de tres ancestros para las matrices
de ETR 0,03 para cada TG con los individuos ordenados de norte a sur, en los que no se
observa una gran diferencia entre ellos, siendo igual para el resto de las matrices, que pueden
ser revisadas en el apéndice E. En todas las matrices se observa que AB se diferencia de las
demas localidades con un ancestro unico representado con color rosa. También muestran que
las localidades del norte son hibridos de los tres ancestros, con proporciones mas homogéneas
entre ellas que los individuos del sur, ya que muestran coeficientes de ascendencia similares
con una gran proporcion de verde oscuro y siempre algo de blanco y rosado, en cambio los
individuos del sur, que también son hibridos, presentan menor proporcion del ancestro rosado
(o no presentan) y diferentes proporciones entre los ancestros verde oscuro y blanco dado
cuenta de una posible especializaciéon. Alguno de los individuos de mas al sur presenta
ancestros rosas del norte, que podrian ser migrantes o individuos traslocados en

restauraciones pasadas.
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Figura 10: Gréfico de los coeficientes de ascendencia para las matrices ETR 0.03 para cada
TG, con los individuos ordenados de norte a sur en la izquierda.

Debido a la dificultad de comparar las proporciones visualmente, se realizaron dendrogramas
para cada poblacion de las localidades muestreadas. En las que se pudo observar que en
general se ordenan juntas por filtro, indicdndonos que no hay una mayor diferencia entre las
proporciones de los coeficientes. En la Figura 11 se ejemplifica un dendrograma para las
proporciones de la localidad ED, en el que los individuos se ordenan en general por colores,
significando que independiente del filtro los individuos tienen coeficientes de ascendencia

similar.
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Figura 11: Dendrograma basado en distancia para los individuos de los filtros ETR 0,01,
ETR 0,03, ETR 0,05 Y TG 2,3,4 y 5 para la localidad de ED.
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En la Figura 12 se grafica en el mapa de las zonas muestreadas los coeficientes de ancestros
en graficos de torta para la matriz ETR0,03 TG4, en la que se reafirma la diferencia entre las
localidades del norte y sur, mostrando 3 posibles grupos, con diferentes proporciones de

ancestros.

La alta diversidad genética reportada por estudios anteriores, a pesar de la pequefia
distribucion de N. alessandrii, puede ser explicada porque la degradacion de sus bosques es
relativamente reciente en comparacion a la antigiiedad de la especie con individuos que
superan los 200 afios (Torres-Diaz et al. 2007). Ademas, los individuos de las localidades del
sur como REC y LB que se agrupaban junto a las localidades del norte explica los resultados

reportados anteriormente de un ecotipo diferente (Santelices Moya et al. 2009)



Figura 12: Mapa de las zonas de muestreo de las localidades son sus coeficientes de
ancestros representados en graficos de torta, de la matriz ETR 0,03 TG4.
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IV.  CONCLUSIONES

- El parametro de minTagnum es crucial para los datos pérdidos y para la cantidad de SNPs
en su descubrimiento y genotipificacion. En cambio, ETR si bien influencia la cantidad de
SNPs detectados, no se encontraron diferencias entre los distintos analisis realizados.

-La estructura de datos poblacionales y su resolucion en su informatividad no es influenciada
directamente por la cantidad de SNPs ni con filtros mas tolerantes. En el futuro, deberian
probarse nuevos parametros como filtrar por taxa, o la minima cantidad de locus por
individuo.

-Los mejores parametros para una buena resolutividad basada en los dendrogramas de
distancia se encontraron en ETR 0.05, con Tagnum 2, 3 y 5, y para ETR 0.03, con Tagnum
Sy4.

-Se encontraron tres posibles ancestros para Nothofagus alessandrii, diferenciandose en la
proporcion de estos seglin la geografia norte a sur. La localidad aguas buenas parece ser una
poblacion diferente, es necesario hacer nuevas pruebas para corroborar esta informacion.
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VI. APENDICE

A. PCA realizados para las distintas matrices ETR 0,01, 0,03 y 0,05, y para los TG 2,3,4
y5
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Figura A.1: Analisis de componentes principales para las matrices de ETR0.01, A:
Tagnum 2; B: Tagnum 3; C: Tagnum 4; D: Tagnum 5
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Figura A.2: Analisis de componentes principales para las matrices de ETR0.03, A:
Tagnum 2; B: Tagnum 3; C: Tagnum 4; D: Tagnum 5
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B. Dendrogramas realizados las distintas matrices ETR 0,01, 0,03 y 0,05, y para los TG

234y5
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Figura B.1: Dendrograma basado en distancia para E0,01, a la izquierda TG2 y a la
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Figura B.2: Dendrograma basado en distancia para E0,01, a la izquierda TG4 y a la
derecha T5
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Figura B.3 Dendrograma basado en distancia para E0,03, a la izquierda TG2 y a la derecha
TG3
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Figura B.4 Dendrograma basado en distancia para E0,03, a la izquierda TG4 y a la derecha

TS5
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Figura B.5: Dendrograma basado en distancia para E0,05, a la izquierda TG2 y a la

derecha TG3
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C. DAPC realizados para las distintas matrices ETR 0,01, 0,03 y 0,05, y para los TG
2,34y5
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Figura C.1 DAPC para ETR 0,01, arriba a la izquierda TG2, arriba a la derecha TG3, abajo
a la izquierda T4 y abajo a la derecha TGS.
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Figura C.2 DAPC para ETR 0,03, arriba a la izquierda TG2, arriba a la derecha TG3, abajo
a la izquierda T4 y abajo a la derecha TGS.
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Figura C.3 DAPC para ETR 0,05, arriba a la izquierda TG2, arriba a la derecha TG3, abajo
a la izquierda T4 y abajo a la derecha TGS.
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D. Graficos para la validacion cruzada de entropia para K = 1-10 para las distintas

matrices ETR 0,01 Y 0,05, con TG 2,3,4y5
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Figura D.1: Graficos para la validacion cruzada de entropia para K = 1-10, para los
distintos minTagNumber de las matrices de ETR 0.01
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E. SNMF creados para las distintas matrices ETR 0,01, 0,02 y 0,05,y TG 2,3,4y 5
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