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Resumen

Uno de los biomas mas ampliamente distribuido en el planeta es de las zonas aridas
y semi-aridas. Chile con su geografia tan particular y por el conjunto de procesos
orograficos, paleocliméaticos y geomorfolégicos, hace que posea una flora con altos
niveles de biodiversidad y endemismo. Pero estudiar los procesos implicitos en el
origen de la biodiversidad puede ser una tarea relativamente laboriosa en grupos con
morfologias similares y a menudo convergentes como es el género Eriosyce
(Cactaceae). Este género podria presentar una mayor diversidad especifica ya que
gran parte de la riqueza de sus especies podria estar artificialmente oculta en complejos
morfologicos de especies.

Por otro lado, hay pocos estudios que integren mecanismos ecoldgicos y de
diversificacién de zonas aridas, asi como la evolucién de caracteres morfoldgicos y el
nicho que expliquen la diversidad observada en plantas adaptadas a este bioma.

Nuestro estudio se enfocé en: i) la delimitacion de especies utilizando datos
moleculares del cactus globoso "E. curvispina" con los que realizamos inferencias
filogenéticas bayesianas sobre 87 individuos de Eriosyce, incluyendo nueve
poblaciones de E. curvispina, y analizando tres intrones no codificantes plastidiales, un
gen plastidial y uno nuclear. ii) la relacion entre rasgos morfologicos con variables
ambientales usando el método comparado filogenético, para evaluar la evoluciéon de
rasgos como la altura, volumen, tipo de raiz y tipo de tallo de los cactus del género
Eriosyce y si la temperatura y la precipitacion afectan su evolucion. iii) se evalud la
diversificacion en términos de nicho climatico y morfoldgico.

Los principales resultados son: i) desarrollamos 12 pares de microsatélites nucleares
para evaluar la estructura genética a nivel poblacional. ii) identificamos cuatro grupos
originados en eventos cladogenéticos independientes ocurridos a diferentes
profundidades temporales. iii) observamos que la temperatura tiene un impacto sobre
la altura y el volumen de los cactus, mientras que la precipitacion sobre la forma y tipo
de tallo y iv) que estos rasgos han evolucionado dado una ventaja adaptativa a estas

plantas para colonizar nuevos lugares y sobrevivir en el tiempo e ir diversificandose.

CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL



.1 ANTECEDENTES

[.1.1 Diversificacién

Como se originan las especies es una de las preguntas centrales de la biologia
evolutiva. Los eventos de especiacion dan origen a las nuevas especies a partir de un
ancestro comun (Futuyma & Kirkpatric, 2017). Estos eventos de especiacion se repiten
generando la acumulacion de especies a través del tiempo (Castro-Insua et al., 2018).
Si consideramos que no todas las especies van a poder sobrevivir, pues algunas se
extinguen, la relacion entre la tasa de especiacion y tasa de extincién determina el
namero de especies de los linajes (Ricklefs, 2007). Estudiar las causas de éste cambio
de especies en el tiempo es fundamental para entender la evolucion de los linajes
(Futuyma & Kirkpatric 2017; Hernandez-Hernandez, et al., 2021).

Varios estudios sugieren que la variabilidad en la riqueza de especies entre distintos
linajes puede estar relacionada con su antigtiedad. Especificamente, los linajes que han
existido por periodos mas largos tienden a tener una mayor cantidad de especies, ya
gue han tenido mas oportunidades a lo largo del tiempo para experimentar eventos de
especiacion (Castro-Insua et al., 2018). Para que esto se cumpla la tasa de
diversificacién debe ser constante en el tiempo y ser la misma entre los linajes para que
sé6lo difieran en el tiempo de origen (Futuyma & Kirkpatric, 2017). Adicionalmente, hay
que considerar que la tasa de diversificacion puede variar tanto a lo largo del tiempo
como entre diferentes linajes. Esto implica que la acumulacion de especies dentro de
un linaje especifico no necesariamente ocurre a un ritmo constante (Castro-Insua et al.,
2018).

Analizar los patrones de diversificacion de especies a lo largo del tiempo y entre
diferentes linajes es esencial para entender las disparidades en la riqueza de especies
entre estos linajes. Es bien documentado que dicha riqueza puede variar de manera
significativa entre linajes (Ricklefs, 2007; Wang et al., 2018). Diversos factores
intrinsecos contribuyen a esta variabilidad, como a) la conservacion de nicho, b) la

evolucion de nicho y c) la evolucién morfoldgica. Estos factores pueden actuar en la
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diversificacoon de manera independientemente o en conjunto (Wiens, 2004;
Herndndez-Hernandez, et al., 2023).

En primer lugar la conservacion de nicho, que es un mecanismo que explica la
distribucion de especies a gran escala y determina qué condiciones ambientales
pueden tolerar los miembros de un clado, a qué regiones pueden dispersarse y la
naturaleza de las barreras ecoldgicas para su dispersion, logrando con esto la
diversificacion de las especies (Wiens, 2004; Wiens & Donoghue, 2004; Giehl et al,
2012). La hipotesis de conservacion tropical es un ejemplo de como las especies
pueden diversificarse, y predice la alta riqueza de especies en regiones caracterizadas
por temperaturas calidas y abundante precipitacion, lo cual se observa en varios linajes
y tiene como consecuencia el conocido gradiente latitudinal de riqueza de especies
(Wiens & Donoghue, 2004). La conservacion de nicho propone que las especies migran
hacia condiciones ambientales similares a las que tenian (Wiens & Donoghue, 2004).

El trabajo de Wang, et al.,, (2018) en especies de la familia Zygophyllaceae
adaptadas a climas aridos, con una amplia distribucion en Africa, Eurasia, Australia,
Norte y Sur América, revela que su origen fue en climas semiaridos y que las tasas de
diversificacion se aceleraron desde el Mioceno medio debido a la aridificacién global y
conservacion de nicho xerofitico ocupando ambientes aridos a escala global.

La evolucion de nicho, es decir, cambios de la amplitud del nicho de los linajes,
posibilita a las especies y sus descendientes dispersarse hacia nuevos habitats y climas
que habian limitado previamente su distribucion (Donoghue & Edwards, 2014). Esto
hace que la evolucion de nicho tenga efectos en la diversificacion de las especies
(Castro-Insua et al., 2018; Wiens & Donoghue, 2004).

El estudio de Schnitzler et al., (2012) en el género Babiana (Iridaceae) de Sudéafrica,
concluye que las tasas de evolucién de nicho climatico estan dirigiendo las tasas de
diversificaciébn aumentando el numero de especies en el tiempo. Otros factores, como
la evolucion de ciertos rasgos morfolégicos pueden actuar en conjunto a la evolucion
de nicho para explicar los patrones de riqueza de especies a través de los habitats y
regiones, asi como la variacion de estos patrones entre clados o a largas escalas
filogenéticas (Rull, 2011; Antonelli & Sanmartin 2011 Antonelli et al., 2018).

11



Las tasas de evolucion morfolégica pueden estar vinculadas a la diversificacion,
especialmente en situaciones donde ciertas innovaciones clave propician divergencias
ecologicas que facilitan la especiacion. Ademas, una rapida divergencia fenotipica
suele ser un indicativo de radiacion adaptativa (Testo & Sundue, 2018, Hernandez-
Hernandez, et al., 2019). Por ejemplo, el estudio de la familia Cyatheaceae encontro
una correlacion positiva en entre la evolucion del tamafio corporal y la diversificacion
del linaje (Testo & Sundue, 2018).

Adicionalmente, en Sudameérica, la disposicion de la riqueza de los linajes se debe
en gran medida a la accién conjunta de procesos orogénicos y climaticos pasados como
son el levantamiento de los Andes, las glaciaciones pleistocénicas que en conjunto han
causado cambios en la diversidad de las especies existentes (Pérez-Escobar et al.,
2022; Anthelme & Peyre, 2020).

[.1.2 Condiciones climaticas y geoldgicas y su incidencia en procesos de
diversificacion

Uno de los procesos geoldgicos que mas han impactado la distribucién y diversidad
de las especies en varios lugares de la Tierra han sido las glaciaciones (Harrison &
Glasser, 2011; Brown & Lomontino 1998). El Ultimo Maximo Glacial (UMG) que se
conoce como el Maximo Glaciar Tardio ocurrié entre los 25 a los 15 Mya (Villagran,
2018). Durante este periodo el clima era muy similar en casi todas areas de la Tierra,
las capas de hielo tuvieron una gran extension cubriendo gran parte de América del
Norte, Europa y Asia (Ray & Adams, 2001). Esto provoco sequias, desertificacion y una
gran disminucioén del nivel del mar. Este periodo se caracterizd por baja temperatura
global, baja concentracion de dioxido de carbono (CO2) y aridez en amplias regiones
de los continentes (Figura 1.1).

Los ciclos de glaciaciones, congelamiento y retroceso glacial provocaron que las
poblaciones experimenten reducciones y fragmentacion en sus rangos de distribucién
debido a la pérdida de hébitat. Eventualmente puede aumentar el aislamiento

reproductivo y favorecer la especiacion. Este fendmeno ocurri6 en gran parte del
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territorio chileno provocando la expansién de zonas é&ridas del norte hasta la zona
central (Ossa et al., 2019; Segovia-Cortes, 2010).

El Ultimo Maximo Glacial (UMG) tuvo un fuerte impacto sobre Chile central ya que
provocé que se formaran glaciares en alta montafia y esto afecto la distribucion de las
especies en toda esta zona, por lo que se puede considerar uno de los procesos mas
importantes en la distribucion de la flora que presenta no solo esta zona, sino todo el
territorio chileno. Los hielos cubrieron desde los 28° a los 56° dejando parte de la costa
libre de hielo, entre los 36° a los 43°. Por tanto, parte de la biota se vio excluida de los
hielos y se restringieron a pequefos refugios interglaciares o a regiones costeras sin
hielo (Villagran et al., 2005, Villagran, 2001).

Otro de los eventos que han contribuido a la diversificacion de la flora y fauna que
se observa en el territorio chileno, es el levantamiento de la Cordillera de los Andes.
Las montafias pueden tener impactos directos e indirectos en la biodiversidad. Entre
los impactos directos podemos mencionar: el aislamiento entre poblaciones lo cual
genera diversificacion, y entre los indirectos actuar de barrera o puente para diferentes
organismos (Brown & Lomontino, 1998).

La Cordillera de los Andes es uno de los cordones montafiosos mas importantes en
la tierra. Con una extension de mas de 8000 km va desde Colombia hasta el sur de
Chile y la diferencia en su relieve va de -8000 metros de profundidad en la fosa Peru-
Chile, hasta los 7000 metros en el Volcan Ojos del Saldo, en la frontera entre Argentina-
Chile y se origin6 desde el Cretacico Tardio al Paleoceno (72 y 60 Mya) (Seyfried et al.,
1998; Hoorn et al, 2022).
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Mollweide projection map generated by @locoluis from shapefile published by Ray, N. and J. M. Adams. 2001
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Figura 1.1: Distribucion de la flora en la superficie de la Tierra durante el Ultimo
Méaximo Glacial
(Tomado de https://intarch.ac.uk/journal/issuell/rayadams_toc.html)

Mdltiples estudios han demostrado que el levantamiento de los Andes ha
desempefiado un papel clave en la conformacion de la historia evolutiva y los patrones
de diversificacion tanto de plantas como de animales, incluso en las relaciones
mutualistas entre especies. El efecto de la elevacién en la historia biogeogréfica no se
limita a la cordillera de los Andes, sino que también se extiende a la cuenca de drenaje
del Amazonas, siendo los suelos de la Amazonia occidental los mas ricos en especies.
La Amazonia se enriquecié gradualmente a través de un intercambio biético durante el
Nedgeno. Los efectos del levantamiento andino sobre la biota se suman a otros factores
fundamentales, como el clima, el medio ambiente (cambiéo el patron de las
precipitaciones, las temperaturas, la corriente de Humbolt, direccidn de los vientos y la

dispersion) todos los cuales contribuyen a los patrones modernos de biodiversidad en
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Sudamérica y a su historia evolutiva (Lazo-Cancino et al, 2018; Pérez-Escobar et al
2022; Hoorn et al, 2022; Vallejos-Garrido et al, 2023).
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Figura 1.2: Geologia y levantamiento de los Andes. (A) Mapa geoldgico de las tres
principales secciones (Tomado de Pérez-Escobar et al, 2022)

En Sudamérica, el efecto de barrera que ejercen los Andes a las masas atmosféricas

dominantes condiciona un marcado contraste este-oeste, que se manifiesta en la
existencia de una franja de clima y vegetacion arida que cruza el territorio en sentido

NW-SE, la llamada Diagonal Arida (DA), que desconecta geograficamente los bosques
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del sur de Sudamérica de los restantes del continente. Asi, a lo largo de la costa Pacifica
de Sudameérica, el efecto orografico se manifiesta en un marcado limite biogeografico
alrededor de los 30° S, con bosques subtropicales y templado-lluviosos, que se
extienden hasta el extremo sur del territorio chileno, y semi-desiertos y desiertos
hiperaridos, que se distribuyen hacia el norte hasta cerca del ecuador. El prolongado
aislamiento geografico de los bosques del Cono Sur de Sudamérica, desde el desarrollo
de la Diagonal Arida en el Nedgeno. Chile y su geografia tan particular, debida a este
aislamiento en el norte por el desierto de Atacama, al este el Océano Pacifico y al oeste
por la Cordillera de los Andes y por el conjunto de procesos orograficos, paleoclimaticos
y geomorfolégicos, hace que posea una flora con altos niveles de biodiversidad y
endemismo aun por ser estudiada en detalle (Villagran, 2018). El “hotspot” chileno va
desde la costa pacifica hasta los Andes, entre los 25° y 47° de latitud sur (Myers et al.,
2000). La zona mediterrdnea de Chile es fuente de una flora con altos niveles de
endemismo y diversidad criptica ya que se encuentra entre dos regiones contrastantes:
la desértica y la templada. La heterogeneidad que presenta producto de las
glaciaciones y eventos geograficos hacen de esta zona un area de refugios de una gran
cantidad de plantas que no se ha estudiado exhaustivamente (Hinojosa et al., 2015;
Hinojosa et al., 2006; Hinojosa & Villagran, 1997; Villagran & Hinojosa, 1997).

La biota Neotropical es consecuencia, en gran parte, de la combinacion del
levantamiento de los Andes, y que es un proceso continuo, las oscilaciones climaticas
del Pleistoceno, con glaciaciones y periodos interglaciales entre los 14 — 3 Mya. y
eventos geograficos durante el Mioceno-Pleistoceno (Antonelli & Sanmartin, 2011; Rull,
2011, Sauquet et al.,, 2009), causando una heterogeneidad espacial, y por tanto
promoviendo la diversificacion a nivel intraespecifico y supra-especifico (Wang & Yan,
2014). Por otro lado, la homogeneidad espacial hace que las poblaciones estén mas
conectadas entre si y haya una menor diferenciacién genética entre ellas. A esto hay
que considerar factores bidticos y abibticos que pueden afectar el flujo génico entre
poblaciones lo que conlleva a su diferenciacion o no (Schemske et al., 2009).

Durante las oscilaciones glaciares se formaron refugios de poblaciones que luego en
periodos interglaciares se expandieron y al repetirse este patron se produce la

diversificacion de plantas (Merklinger et al., 2021). Si las poblaciones tienen un alto
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grado de fragmentacion se puede decir que hay estructura poblacional y altos niveles
de variabilidad genética y las poblaciones entran en equilibrio demogréfico. Los
patrones ciclicos de fragmentacion y contraccion de poblaciones tienen como
consecuencia el desarrollo de procesos de diversificacion con altos niveles de

diversidad y endemismo (Bonatelli et al, 2014).

.1.3 Zonas aridas

Uno de los biomas mas ampliamente distribuido en el planeta es de las zonas aridas
y semi-aridas, que cubre aproximadamente el 40% de la superficie terrestre, siendo el
habitat de un tercio de la poblacion humana y cuyas actividades contribuyen
significativamente a la economia mundial (Goettsch et al, 2015). Ademas, ésta area
contiene una mayor biodiversidad de lo que se habia estimado en el pasado (Goettsch
et al, 2018). De hecho, siete de los 25 puntos calientes (“hotspot”) de biodiversidad y
un 30% de los centros globales de diversidad de plantas se encuentran en zonas aridas
(Arroyo et al., 2008), pero el numero de estudios acerca de la diversidad de especies y
los mecanismos subyacentes ha aumentado (Myers et al., 2000). Sin embargo, estudios
gue integren mecanismos evolutivos y ecoldgicos para explicar patrones diversificacion
de especies de plantas adaptadas a zonas aridas siguen siendo escasos (Guerrero et
al., 2013; Sheng-Dan et al., 2018; Merklinger et al, 2021; Bohnert et al, 2022), pero muy
necesarios para comprender los mecanismos que generaron los patrones actuales de
biodiversidad en zonas consideradas historicamente extremas para plantas y por tanto,
el impacto que tiene nos da la oportunidad de estudiar los procesos evolutivos y esto
tienen un beneficio directo en el estudio de las especies que lo habitan. El estudio de
Axelrod, 1967, uno de los primeros, se enfoca en los cambios en el ambiente debido a
la oscilacion de periodos de mucha humedad y lluvia y periodos secos y como éstos
pudieron influir en la rapida evolucién de las plantas y consecuentes animales durante
el Cretaceo. Por otro lado, Evans y colaboradores (2009), estudiaron el género
Oenothera caracterizando la evolucion de nicho para inferir su diversificacion en
relacion al clima.

La investigacion de Hernandez-Hernandez et al., (2014) respecto a la familia
Cactaceae, donde estudiaron la diversificacion de este linaje en ambientes aridos y

17



semiaridos de Norte y Sur América y evalla las posibles hip6tesis acerca de los
mecanismos que promueven su especiacion. Una de sus hipétesis es que la
diversificacion ocurrié sincronicamente, como respuesta a la colonizacion global de
ambientes aridos, y la otra es que ocurrié en diferentes tiempos (Hernandez-Hernandez
et al., (2014). Por ejemplo, que hubo un retraso entre el origen del linaje y la rapida
radiacion en los diferentes clados o un retraso entre la aridificacion y la colonizacion.
Hay estudios que indican que la diversificacion de algunas especies de suculentas
ocurrid primeramente como adaptaciones locales a microhabitats edaficos, y un
segundo evento en respuesta a la evolucion monocarpica y de polinizacion con
murciélagos (Hernandez-Hernandez et al., 2014). O que el origen del sindrome CAM
en suculentas se da como respuesta a la adaptacion a la aridez y niveles de dioxido de
carbono (Hernandez-Hernandez et al., 2023). Por otro lado, el estudio de Arakaki et al.,
(2011) concluyeron que las principales radiaciones de cactus fueron contemporaneas
con las radiaciones del nucleo Ruschioideae en Sudafrica y agaves en América del
Norte, sugiriendo una asociacion con la expansion global de ambientes aridos y
semiaridos. Por tanto, la diversificacion se dio como respuesta a una colonizacién global
de ambientes aridos debido a condiciones ambientales que favorecieron esta

expansion.

[.1.4 Sistema de Estudio

Las cactaceas son un componente clave de la flora arida del nuevo mundo, debido a
su capacidad de sobrevivir en condiciones extremas de temperaturay escasez de agua,
siendo un grupo significativo a nivel cultural, agronémico y ornamental. Ademas,
percibido como uno de los grupos mas carismaticos de plantas y es uno de los cinco
grupos taxonémicos en peligro segun datos de Lista Roja de la Unién Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (Goettsch et al., 2015 y 2018).

La Tribu Notocacteae, dentro de la subfamilia Cactoideae es una de los linajes mas
antiguos de Sur América, se estima que divergi6é entre los 16 - 12 Mya. (Arakaki et al.,
2011; Hernandez-Hernandez et al., 2014). Es una tribu muy diversa, con especimenes

pequefios a medianos, sin 0 con pocas ramificaciones, con formas globosas, gedfitas
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0 pequeiias columnas con flores coloridas y diurnas, y que debido a esta gran variedad
de formas, su clasificacion taxonémica no esta del todo resuelta (Guerrero et al, 2019).

Dentro de esta tribu se encuentra el género Eriosyce sensu lato, que ha tenido un
amplio tratamiento taxonomico desde que el naturalista Rudolfo A. Philippi lo
describiera en 1872. Posteriormente, Kattermann (1994) en la monografia “Eriosyce
(Cactaceae): the genus revised and amplified” hace una profunda revision del género.
Este género es monofilético e incluye los siguientes subgéneros: |. Eriosyce sensu
stricto (Distribuido Argentina y Pera), Il. Campanulatae (endémico de Chile), Il
Pyrrhocactus (endémico Argentina), IV. Horridocatus (endémico de Chile), V.
Chileosyce (endémico de Chile), VI. Neporteria (endémico Chile), VII (endémico Chile)
(Guerrero et al., 2019, Guerrero et al., 2011 a y b). Presenta una amplia distribucion
geografica, especialmente en las zonas desérticas, asi como una gran heterogeneidad
morfolégica como son las formas de los tallos y raices. En general sus frutos son
lanudos, siendo muy diverso morfolégicamente con alrededor de 70 especies. Su
habitat incluye lomas, pendientes en terrenos cerca de la costa y hacia el interior, desde
los 0 a los 2800 m del altitud. Tipicamente se le puede encontrar en las pendientes al
oeste y este de la costa en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 2800 m y
entre las latitudes de entre los 13° — 37°S, siendo su centro de diversidad entre los 26°
—30°S y de los 0 a los 1500 m de altitud.

Hay dos posibles procesos que pueden explicar este patron de diversificacion en el
género Eriosyce: i) la de evolucion de nicho y ii) la de evolucion morfolégica, actuando
independientemente o en conjunto y el objetivo de esta tesis es estudiar estos procesos.

Para llevar a cabo esto utilizamos estudios de distribucion de la diversidad genética
con marcadores tipo microsatélite. Por otro lado, utilizamos marcadores plastidiales y
nucleares para hacer la reconstruccion filogenética del género Eriosyce. Este tipo de
estudios nos permiten comprender los procesos historicos que dieron origen a la
diversidad bioldgica, delimitar especies y entender su historia evolutiva. (Myers et al.,
2000; Wiens, 2007).

Los estudios integrativos, que son los que combinan evidencia molecular, ambiental
y morfoldgica, son de gran utilidad para clarificar la taxonomia de linajes con altos

niveles de diversidad criptica, convergencia morfolégica, complejos de especies y
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radiaciones adaptativas (Wiens, 2007, Edwards & Knowles, 2014). Este estudio se
enmarca en este tipo ya que se hicieron analisis con datos moleculares y morfolégicos
y tener asi un panorama lo mas completo posible.

Idealmente la diversidad morfologica se debe estudiar acompafiada de la diversidad
genética y viceversa para poder resolver los limites entre las especies y entender de
esta forma los mecanismos subyacentes en las diversificacion y evolucion de los linajes
sin dejar de lado la ecologia de las especies.

Por otro lado, las relaciones ancestro dependiente nos ayudan a entender la relacion
de los linajes, pero se deben utilizar multiples loci independientes, en otras palabras,
utilizar diferentes marcadores que abarquen diferentes partes del genoma ya que esto
nos permite tener informacion mas completa que si usaramos solo un gen. Con esto
es posible inferir estas relaciones filogenéticas y que sean robustas, de tal forma que
tengan poder resolutivo a nivel poblacional y multiespecifico para resolver especies que
estdn muy emparentadas como son aquellas que forman complejos (Cardoso et al,
2013; Bonatelli et al, 2014).

El objetivo principal de esta tesis es evaluar la evolucién del nicho climatico y
morfologia y su relacion con la diversificacion del género Eriosyce sensu lato,
analizando como procesos que podrian haber impulsado un incremento en la cantidad

de especies a lo largo del tiempo.
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Figura 1.3. Diferentes especies del género Eriosyce y dos lugares de colecta: A. E.
sociabilis; B. E. aurata; C. E. marksiana; D. Valle del Elqui; E. E. vallenarensis; F. E.
simulans; G. E. limariensis; H. E. henrichiana var. setosiflora; I. E. napina; J. E.
duripulpa; K. E. glabrescens; L. E. napina subsp. lembckei; M. Huasco.
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.2 OBJETIVOS
[.2.1 Objetivo general

Delimitar las especies del género y analizar la relacion entre la evolucion de nicho y
evolucion morfoldgica con la diversificacion del género Eriosyce s.l. y evaluar cual de
procesos esta correlacionada a la diversificacion.

[.2.2 Objetivos especificos:

i) Inferir una filogenia mas amplia y estimar el tiempo de divergencia de la del género
Eriosyce.

i) Delimitar las especies del género, especialmente las que correponden al complejo
taxondmico Eriosyce curvpisna

i) Recopilar datos de forma, area, volumen, altura, ancho y tipo de raiz, caracterizar la
morfologia de cada especie y estimar las tasas de evolucion morfologica.

iii) Estimar las tasas de diversificacion neta promedio para el género.

iv) Evaluar la relacion entre las tasas de diversificacion neta con las tasas de evolucion
de nicho climatico y evolucion morfolégico.

1.2.3 Hipotesis

A lo largo de los afos, en Eriosyce se ha observado una tendencia hacia la
sinonimizacién taxonémica y el agrupamiento de especies en complejos que no
representan adecuadamente su verdadera diversidad. Esto ha dado lugar a
conceptos de especies amplios que requieren revisiones constantes. Para
entender la diversificacion de Eriosyce en su totalidad, es esencial analizar estos
complejos de especies. Paralelamente, la adaptacion al nicho climatico, junto
con las transformaciones morfoldgicas como el tipo de raiz y la estructura del
tallo, habrian desempefiado un papel fundamental en la diversificacion del grupo.

Predicciones:

1- Dentro de los complejos de especies, existen taxones que han sido
sinonimizadas pero que, en realidad, requieren un reconocimiento taxonémico
mas preciso debido a la existencia de linajes independientes (no monofiléticos)

2- Habra una asociacion significativa entre la evolucion del nicho climatico y
morfologico con las tasas de diversificacion observadas en Eriosyce.
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CAPITULO Il

Linajes evolutivos independientes en un complejo de especies de cactus
globulares revela la diversidad oculta en la biodiversidad de Chile central

[I.1 Resumen: Desentrafiar los procesos implicitos en el origen de una fracciéon
sustancial de la biodiversidad puede ser una tarea particularmente dificil en grupos con
morfologias similares y a menudo convergentes. El género Eriosyce (Cactaceae) podria
presentar una mayor diversidad especifica, ya que gran parte de la riqueza de sus
especies podria estar artificialmente oculta en complejos morfolégicos de especies. El
objetivo de este estudio es investigar la delimitacion de especies utilizando datos
moleculares del cactus globoso "E. curvispina” que alberga varias poblaciones con
relaciones evolutivas poco claras. Realizamos inferencias filogenéticas bayesianas
sobre 87 individuos de Eriosyce, incluyendo nueve poblaciones de E. curvispina, y
analizando tres intrones no codificantes plastidiales, un gen plastidial y uno nuclear.
Desarrollamos nuevos 12 pares de microsatélites nucleares para evaluar la estructura
genética a nivel poblacional. Identificamos cuatro grupos originados en eventos
cladogenéticos independientes ocurridos a diferentes profundidades temporales, estos
grupos presentaban una alta diversidad genética y las poblaciones estaban
genéticamente estructuradas. Estos resultados sugieren una historia evolutiva compleja
en el origen de los cactus globulares, con eventos de especiacion independientes
ocurridos en diferentes momentos. Esta riqueza criptica esta siendo subestimada en la
flora mediterranea de Chile central, por lo que una diversidad evolutiva Unica podria ser

pasada por alto en las acciones de conservacion y manejo.

Palabras: Endemismo; Cactaceae; biodiversidad Neotropical, bioma Mediterraneo;

Chile central

23



[1.2 Introduccion

La biodiversidad del planeta esta disminuyendo a un ritmo sin precedentes en la
historia de la humanidad (IPBES, 2018). Las regiones mediterraneas se encuentran
entre los ecosistemas mas singulares y amenazados (Goettsch et al.,, 2015),
albergando el 20% de las especies teniendo una superficie inferior al 5% (Cowling et
al., 1996). La zona mediterranea de Chile central es reconocida por los altos niveles de
endemismos, los cuales muchos se encuentran fuertemente amenazados (Myers et al.,
2015; Arroyo et al., 2008), ya que la economia chilena ha dependido por mucho tiempo
de su capital natural para su desarrollo econémico se ha producido un severo impacto
en sus ecosistemas, incluyendo los més biodiversos (Urbina et al., 2021). Si bien el
conocimiento de la biodiversidad de Chile central ha aumentado en las ultimas décadas,
aun existen importantes vacios, especialmente en grupos animales no carismaticos y
plantas no lefiosas. Ademas, en la Ultima década se ha descrito un gran nimero de
angiospermas pertenecientes a diferentes familias, como Alstromeriaceae (Finot et al.,
2018; Ruiz et al., 2010), Amarillidaceae (Sassone et al., 2014; Garcia-Mendoza et al.,
2010), Brassicaceae (Toro-Nufiez et al., 2015), Orchidaceae (Bogarin et al., 2018) y
Cactaceae (Gurvish et al., 2014; Ortega-Baes et al., 2010 ), entre otras.

La subestimacién de la diversidad, en parte, puede deberse a la ocurrencia de
especies que son suficientemente distintas en base a informacion molecular pero que
han sido clasificadas como una Unica especie nominal porque son al menos
superficialmente indistinguibles morfolégicamente (Bickford et al.,, 2007). Las
estimaciones de diversidad de especies y niveles de endemismo deben considerar la
posible ocurrencia de especies cripticas que podrian pasar desapercibidas o ser
sinonimizadas al basarse Unicamente en aproximaciones morfologicas en su
clasificacion por no presentar diferencias obvias en sus morfologias vegetativas o
reproductivas. Esto hace necesario utilizar enfoques genéticos que tengan en cuenta la
variabilidad de las especies.

La familia de las cactaceas, con 1851 especies aceptadas, es un grupo diverso
dentro del Neotrdpico (Korotkova et al., 2020) que presenta una notable diversidad en
formas de vida y estrategias reproductivas (Hernandez-Hernandez et al., 2014).

Ademas, esta familia se caracteriza por altos niveles de convergencia morfologica
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donde las formas de vida mas comunes como las columnares y globosas han
evolucionado repetidamente en las Cactaceas. Este fendmeno ha complicado en gran
medida la taxonomia de la familia, en la que los cactus globosos sudamericanos se
encuentran entre los menos estudiados (Guerrero et al., 2019a). La tribu Notocacteae
(subfamilia Cactoideae) alberga varias especies globosas y es considerada como uno
de los linajes mas antiguos y de distribucion mas estrecha en el sur de Sudamérica
(Guerrero et al., 2019b). Dentro de esta tribu, Eriosyce sensu lato tiene una compleja
historia taxondémica con un alto nivel de incertidumbre, evidenciado por la larga historia
de cambios taxondmicos desde su descripcion hace mas de 100 afios. La presencia de
complejos de especies que incluyen varias poblaciones, muchas de ellas descritas
originalmente con rango de especie, se agrupan actualmente en una sola especie.
Eriosyce curvispina, con docenas de nombres publicados, es una de las especies mas
complicadas taxondémicamente dentro de la familia (Korotkova et al., 2020). Esta
incertidumbre taxonémica se debe a la presencia de taxones superficialmente
indistinguibles morfolégicamente aunque tengan una larga evolutiva que los separa,
ademas varios grupos carecen de un muestreo denso de poblaciones. Esto tiene un
impacto negativo en nuestra comprension del origen y mecanismos de persistencia de
los grupos, y subestima la diversidad taxondémica, desafiando la eficiencia de las
acciones de conservacion y gestion.

La existencia de complejos de especies apenas distinguibles es un fenomeno bien
conocido en varios grupos de angiospermas (Henriquez et al., 2014; Grant 1981). Sin
embargo, en Cactaceae este fendbmeno apenas comienza a comprenderse tras las
importantes revisiones de la familia que han agrupado gran parte de su diversidad (Hunt
et al., 2006). Una delimitacion precisa de las especies es de gran importancia para
establecer hipoétesis precisas sobre el modo y el tempo del origen evolutivo de las
especies. En E. curvispina se pueden delinear dos hipétesis contrastadas, un origen
anico con divergencia posterior de taxones infraespecificos, o eventos de especiacion
independientes en los que se revelaria una mayor diversidad a nivel de especie. Aqui
investigamos las relaciones filogenéticas y la diversidad molecular entre poblaciones
de E. curvispina con el fin de delimitar especies y comprender la secuencia de origen

de su diversidad. Para lograr estos objetivos analizamos las relaciones filogenéticas
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dentro de Eriosyce seccion Horridocactus, el clado donde se anida E. curvispina
(Guerrero et al., 2019b) y desarrollamos 12 marcadores microsatélites para investigar

mas a fondo la estructura genética del complejo.

[1.3 Métodos
11.3.1 Material Vegetal

El complejo E. curvispina tiene una forma de tallo globosa, con espinas ligeramente
curvadas, la forma de las flores también son muy similares. Se producen a partir de
areolas jovenes, formando un circulo alrededor del apice del tallo de forma de embudo
ancho, con dimensiones de 3-5 x 3-5 cm (Katermann 1994).

Para analizar las relaciones evolutivas del complejo E. curvispina afiadimos 33
muestras a una matriz de datos filogenéticos del género publicada (Guerrero et al.,
2019b). En concreto, secuenciamos 18 nuevos individuos de la seccion Horridocactus
y 15 nuevos individuos del clado hermano Neoporteria, todos ellos procedentes de
especimenes recolectados en el campo. Recogimos el material principalmente de
raices o flores y lo mantuvimos en tampdn CTAB-NaCl (2%:22%) para su transporte al
laboratorio y almacenamiento a 4°C hasta la extraccion.

Para el andlisis de microsatélites muestreamos 150 individuos del complejo Eriosyce
curvispina de nueve poblaciones: Putaendo, El Escorial, Tilama, Valle del Choapa,
Limahuida y Laguna Verde (15 individuos cada sitio), E. curvispina Farellones (16
individuos), E. curvispina Ocoa (nueve individuos) y E. curvispina Los Molles-
Pichidangui (35 individuos), todos especimenes colectados de nueve localidades

diferentes como describimos en la Tabla 2.1 y Figura 2.1.

[1.3. 2 Inferencias filogenéticas basadas en secuencias

Para la extraccion de ADN se utilizaron 40-50 mg de tejido de raiz o flor de cactus
que primero se pulverizé a una potencia fina utilizando un homogeneizador automatico
y luego se extrajo el ADN total utilizando DNeasy Plant Kit (Qiagen, Valencia, California,
EE.UU.). Para el analisis filogenético, amplificamos tres marcadores cloroplasticos no
codificantes (rpl32-trnL, trnH-psbA, trnL-trnF), un gen plastidial (ycfl) y un gen nuclear

(PHYC) siguiendo el protocolo descrito en Guerrero et al., (2019b). Los productos de
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PCR se comprobaron en geles de agarosa al 1% en tampdn 1X Tris-acido boérico-EDTA
corriendo una mezcla de 5 ul de producto de PCR con 2 ul de tampdn de carga 6X (New
England Biolabs, UK) con GelRed® (Biotium, USA) y co-corriendo con una escalera de
ADN de 100 pb (New England Biolabs, UK) y luego se enviaron a Macrogen (Seul,
Corea) para secuenciacion en ambas direcciones.

Se utilizaron 117 secuencias (31 nuevas y 86 secuencias de Guerrero et al.,
(Guerrero et al., 2019b)) ensambladas y editadas en el programa Geneious Prime®
2020.2.3 (Biomatters Ltd.). Las secuencias para cada marcador se alinearon
automaticamente utilizando Muscle y luego se comprobaron manualmente. El outgroup
consiste en 19 especies del nucleo Notocacteae y Echinopsis chiloensis subsp. litoralis.
Cada marcador se alineo por separado y luego se concatend. Se excluyd una region
de microsatélites en el conjunto de datos ycfl (450 pb) debido a una alineacién ambigua
en esta region. Las mejores particiones y modelos moleculares fueron evaluados
usando PartitionFinder v.2.1.1 como se describe en Guerrero et al., (2019b).

El analisis bayesiano de la matriz concatenada se realizo utilizando Mr.Bayes v.3.2.7
(Ronquist et al.,, 2012), utilizando la heterogeneidad de la tasa no vinculados, las
frecuencias basadas y las tasas de sustitucion a través de particiones. El analisis
bayesiano se ejecuta durante 30 millones de generaciones a través de cuatro
ejecuciones independientes con cuatro cadenas cada uno, el muestreo cada 1000
generaciones. La convergencia se monitorizo utilizando la desviacion estandar de las
frecuencias de particion, y cuando este valor se estabiliz6 por debajo de 0,01, se
consider6 una fuerte indicacion de convergencia. Los arboles se visualizaron con el
programa  FigTree v1.4.4  (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)  (Figura
suplementaria S1).

Las fechas de divergencia se estimaron utilizando BEAST v2.6.2 (Bouckaertet al.,
2014) evaluados por cuatro modelos de reloj disponibles. El mejor modelo de reloj fue
el exponencial de reloj relajado determinado con el valor de L marginal dado por
PathSampler (una aplicacion para la seleccion de modelos dentro del paguete BEAST).
Para los priors (condiciones precedentes), utilizamos la informacién de edad de los
nodos reportada en la filogenia de Cactaceae por Hernandez-Hernandez et al., (2014)

con el 95% de la densidad posterior mas alta (HPD). Los tres nodos que utilizamos en
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nuestro analisis fueron: i) el nodo raiz correspondiente a 17.15 Ma con distribucion
normal entre 12.67 y 24.46 Ma, ii) el segundo nodo correspondiente a 12.44 Ma con
distribucion normal entre 8.59 y 17.95 Ma vy iii) el tercer nodo (Core Notocacteae)
correspondiente a 8.78 con distribucion normal entre 5.54 y 13.03. Los arboles se
visualizaron utilizando el programa FigTree v1.4.4 (véase la Figura 2.2 y la Figura
suplementaria S3).

11.3.3 Genética de poblaciones basada en microsatélites

Se disefiaron microsatélites basados en secuenciacion de nueva generacion a partir
de cuatro pools de ADN (Pool A Eriosyce chilensis var. albidiflora; Pool C E. chilensis;
Pool M E. curvispina y Pool S E. litoralis). Estas muestras fueron recolectadas entre las
localidades de Los Molles y Pichidangui (Latitud -32.2 y Longitud -71.47). Las
bibliotecas de secuenciacién se prepararon utilizando el kit Nextera XT DNA, y
posteriormente se secuenciaron utilizando un secuenciador de nueva generacion
lllumina® MiSeq con una produccion de 15 millones de lecturas de fragmentos en las
instalaciones de AutralOmics (https://australomics.cl/). Tras la secuenciacion, el primer
paso consistio en eliminar los adaptadores, comprobar y limpiar la calidad de las
lecturas mediante los programas Trimmomatic (Bolgeret al., 2014) y Prinseq
(Schmieder et al., 2011), con un Q>28. En segundo lugar, se ensamblaron las lecturas
emparejadas con el software Pandaseq (Masella et al., 2012), con el fin de obtener
fragmentos mas largos. Tercero, identificacion de secuencias repetitivas y generacion
de diferentes conjuntos de particiones para cada identificacion; para ello se utilizé la
maquina virtual del software QDD (Meglécz et al., 2014 ), que mediante Primer3 (Rozen
& Skaletsky, 2000) genera el conjunto de particiones para cada secuencia repetitiva
identificada. Finalmente, se realiz6 una busqueda BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool, (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi)) de los amplicones generados

para cada microsatélite identificado para cada muestra analizada, todos contra todos
para encontrar las secuencias comunes en todos los pools.

A partir de la informacion descrita anteriormente, elegimos secuencias de
dinucleétidos y trinucleétidos comunes en los cuatro pools. A continuacion, se probo un

conjunto de 52 cebadores con diferentes muestras de ADN de Eriosyce para encontrar
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los mas polimérficos. Finalmente, elegimos 12 cebadores: PS5, PS9, PC2, PC11,
PM10, PA12, PM8, PC10, PM6, PC7, PM7 y PA6 (Tabla Suplementaria S1) para
realizar tres multiplex con cuatro cebadores cada uno. Las amplificaciones por PCR se
prepararon en un volumen de 13 ul compuesto por 1ul de muestras de ADN diluidas a
0,5 ng/ul, 6,6 ul de 2X de Master Mix SapphireAmp Fast PCR®, 4,4 ul de Agua (Takara
Bio USA, Inc.) y 0,5 ul de cada cebador a 5uM. Los cebadores inversos se marcaron
5'fluorescentemente con 6-Carboxifluoresceina (6-FAM), 2'-cloro-7'fenil-1,4-dicloro-6-
carboxifluoresceina (VIC), 2'-cloro-5'-fluoro-7',8'-benzo-1,4-dicloro-6-
carboxifluoresceina (NED) y PET (propiedad inédita de Applied Biosystems, EE.UU.).

Las PCR se realizaron en un ciclo térmico (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied
Biosystems) programado como: 1 min a 94 oC para la desnaturalizacion inicial, seguido
de 35 ciclos de 98 oC durante 00,05 s, temperatura de recocido especifica del cebador
(58 0 62 0oC) durante 00,05 s min, 72 oC durante 00:40 s, y extension final a 72 oC
durante 1:45 min. Los productos de la PCR se comprobaron en geles de agarosa al 1%
en tampoén 1X Tris-acido borico-EDTA corriendo una mezcla de 5 ul de producto de
PCR con 2 ul de tampdén de carga 6X (New England Biolabs, UK) con GelRed®
(Biotium, USA) y co-corriendo con una escalera de ADN de 100 pb (New England
Biolabs, UK). Los productos de PCR amplificados se enviaron a la Unidad de
Secuenciacion y Tecnologias Omicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile
(Santiago, Chile) para su genotipado. Se analizaron en ABI PRISM 3500 XL (Applied
Biosystems) utilizando el estandar de tamafio Genescan LIZ 500 (Applied Biosystems,
EE.UU.). A continuacion, los locus de repeticiones de dinucleétidos, se puntuaron
manualmente y se analizaron utilizando Geneious Prime® (Geneious software
v2020.2.3, Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda) con Microsatellite plugin
tomando sélo los fragmentos de mas de 100 pb.

Se estimaron las frecuencias alélicas, los loci polimérficos (%P), la heterocigosidad
esperada (He), la heterocigosidad observada (Ho) con GenAlEx 6.51b2 (Peakall &
Smouse, 2012), el indice de fijacion (Fis) y el desequilibrio de ligamiento (LD) con
Genetix 4.05, Fst con FreeNA (Chapuis & Estoup, 2007), y la variacién genética dentro
de las poblaciones, entre poblaciones y regiones (grupos filogenéticos I-IV) con el
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Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA) utilizando GenoDive v.3 .0 (Meirmans,
2020).

La estructura genética de la poblacion se evalud utilizando Structure v.2.3.4
(Pritchard et al., 2000), este enfoque consiste en trazar el cambio de tasa de segundo
orden en In Pr (X/K) para Ks sucesivos (denominado DK) frente a un rango de valores
de Ky seleccionar el verdadero K basandose en el valor maximo utilizando el método
de Evanno (Evanno etl al. 2005) (véase la Figura suplementaria S3).

Para estimar el numero de grupos (K) representados por todos los individuos
muestreados y las proporciones de mezclas de individuos éste software asume un
modelo en donde hay un K (nimero) de poblaciones y donde es caracterizada por una
serie de frecuencias alélicas en cada locus y los individuos son asignados con una
probabilidad asociada a una o dos 0 mas poblacion en particular y si estan mezclados
sus genotipos lo indican. Hemos utilizado un conjunto de K de 2 a 10, con 1 millén de
cadenas de Markov (MCMC o Markov Chain Monte Carlo) y 10 carreras por K y el
paquete pophelper en R para analizar y visualizar la estructura de la poblacion
resultados (Francis 2017; https://www.r-project.org/ R version 3.6.3).

Ademas, utilizamos el Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)
para evaluar la estructura genética en la biblioteca Adegent (Jombart 2008), ver Figura
2.3. Este analisis es multivariante y permite identificar y describir grupos de individuos
genéticamente relacionados transformando los datos en componentes no relacionados,
gue contienen la informacion genética a través del uso del Analisis de Componentes
Principales (PCA) y luego se somenten al analisis discriminante que minimiza la
varianza genética dentro de las poblaciones y maximiza la variacion entre poblaciones.
Con esto se logra una mejor discriminacion de los grupos genéticos predefinidos
(Jombart et al., 2010). Las ventajas de este método es que no requiere tanto tiempo
computacional como el andlisis bayesiano, siendo igual de sensible y tampoco asume
el Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) o el Desequilibrio de Ligamiento (LD) y tiene

pocos supuestos.

1.4 Resultados
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[1.4.1 Reconstruccion filogenética

La matriz concatenada con los cinco marcadores incluyd 4841 pb de 117 secuencias
alineadas, de las cuales 2440 eran variables para la matriz completa y 1958 para el
grupo interno (Tabla 3.2). De la matriz concatenada alineada, el marcador no
codificante de plastidos rpl32-trnL contribuyé con 1354 pb (locus con un 30% de sitios
variables), trnL-trnF contribuyd con 1084 pb (locus con un 15% de sitios variables) y
trnH-psbA contribuyd con 439 pb (locus con un 4% de sitios variables), mientras que el
gen plastidial ycfl contribuy6 con 930 pb (locus con un 20% de sitios variables) y el gen

nuclear PHYC contribuy6 con 1034 pb (locus con un 31% de sitios variables).

Tabla 2.1. Estimadores genéticos de las poblaciones del complejo Eriosyce curvispina.
Las abreviaturas son las siguientes N = numero de muestras, Na = niamero de alelos
diferentes, Ne = namero de alelos efectivos, | = indice de informacion de Shannon, Ho
= heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, uHe = heterocigosidad
esperada insesgada, Fis = indice de fijacion, %P = porcentaje de loci polimérficos, HW

= Hardy-Weinberg (multilocus por poblacion).

Location Latitude  Longitude N Na Ne I Ho He uHe Fis %P HW
Putaendo 3267 70.73 15 7167 4481 1547 0.467 0.689 0.713 03537  100% 0354
El Escorial —32.74 -70.77 15 §250 5340 1819 0.391 0.795 0.823 0.5342 100% 0534
Los Molles —3217 —7147 34 11583 6003 1994 0361 0.807 0819 05634  100% 0563
Pichidangui
Laguna Verde — —33.08 ~71.67 13 7333 4798 1682 0375 0.760 0.790 0.5359 100% 0537
Tilama —32.03 ~71.18 15 7750 5370  1.640 0425 0.707 0.732 0.4291 92% 0.429
L\"I‘l’l‘f\“ -31.77 ~71.32 15 7083 4070 1435 0400 0.645 0668 04093  100% 0409
Limahuida ~31.75 ~71.13 15 10750 6235 2040 0570 0.822 0.851 0.3381 100% 0338
Farellones —33.37 ~70.29 15 6.667 4562 1529  0.332 0.697 0.723 0.3502 100% 055
Ocoa —32.95 ~71.09 9 1667 1450 0367 0241 0.250 0.265 0.0990 67% 0.099

Los datos de secuencias arrojaron una hipétesis filogenética bien fundamentada del
clado Horridocactus (Figura 2.2). Las reconstrucciones filogenéticas apoyan la no
monofilia del complejo E. curvispina; encontramos que sus miembros se agrupan en
cuatro pares de taxones distribuidos en tres clados diferentes dentro de Horridocactus
en cuatro grupos (I-1V, Figura 2.2). Estos grupos, se ramificaron a lo largo del arbol
filogenético en una secuencia con cronologia de origen independiente, la divergencia

mas antigua ocurrié en el Clado A en 3,7 + 2,3-5,5 MYA (95% IC) separando a E.
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curvispina (Los Molles y Laguna Verde) con las poblaciones andinas de Putaendo y
Escorial. Dentro de los grupos | y Il, las divergencias se dataron en 3,3 + 2,0-4,9 MYA
y en 2,7 + 1,6-3,8 MYA, respectivamente. En el clado B, compuesto por especies con
forma de crecimiento geofita (distribucion mas septentrional dentro de Horridocactus),
se recuperaron miembros no putativos del complejo E. curvispina. Dentro del clado C,
el grupo Ill de E. curvispina alberga poblaciones del Valle del Choapa, Tilama y
Limahuida, que fueron colocadas juntas en una rama hermana de E. limariensis; esta
divergencia ocurrio en fecha 1.2 + 0.5-1.9 MYA. Otros dos miembros del complejo E.
curvispina (Ocoa y Farellones) se originaron en 1,4 + 0,4-2,1 MYA (grupo V), y fueron
ubicados como hermanas de E. aspillagae, esta ultima la especie con distribucion mas

austral.

[1.4.2 Diversidad genética y diferenciacion de las especies

Los 12 SSR (Simple Sequence Repeats o Repeticiones de Secuencias Simples)
nucleares revelaron que los grupos previamente identificados en las inferencias
filogenéticas difieren en su diversidad y estructura genéticas (Tabla 2.1). Se detecto un
alto porcentaje global de loci polimérficos, heterocigosidad esperada, alelos efectivos e
indice de informacion de Shannon. Dentro de los grupos I-IV, los valores de
diferenciacion (Fst) fueron significativamente diferentes de cero. La poblacién en Ocoa
tiene poca variacion genética, mostrada por el menor indice de fijacion, heterocigosidad
observada y esperada, y niveles de polimorfismo de 67%, ademas presentan un Fis =
0.0990 (ver Tabla 2.1).

Los analisis DAPC mostraron un rango de variacion entre poblaciones, con menor
divergencia entre el grupo Il (E. curvispina Putaendo y E. curvispina Escorial) y el grupo
Il (E. curvispina del Valle del Choapa, Tilama y Limahuida). El grupo | presenté una
diferenciacion genética sustancial en comparacion con sus grupos estrechamente
relacionados Il y Ill. El grupo IV (E. curvispina Ocoa y Farellones) mostré una mayor
divergencia genética, ya que la poblacion de E. curvispina en Ocoa es el grupo
genéticamente mas diferente. El analisis de estructura también apoya estos resultados
(Figura Suplementaria S5).
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El andlisis AMOVA indicé que la mayor parte de la variacion genética se produjo
dentro de las poblaciones (43,4%; Tabla 2.2), menos entre poblaciones y alin menos
entre regiones, con un valor del coeficiente de correlacion no significativo (valor p =
0,208). Estos resultados son consistentes con el analisis DAPC donde se observa el
cluster formado por E. curvispina de Putaendo, El Escorial, Farellones, Tilama y Valle
del Choapa y con el resultado de Estructura con un K = 6 (Figuras Suplementaria S4 y
S5).

Tabla 2.2. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) basado en 12 microsatelites.

Variacion Anidado en . .,% Std. Dev. P-value
variacion

Dentro individuos -- 43.4 0.042 --

Entre individuos Poblacién 38.2 0.042 0

Entre poblaciones Region 17.9 0.023 0

Entre regiones -- 0.5 0.008 0.208

Tabla 2.3. Estadisticas de las alineaciones de secuencias de ADN de 117 muestras.

Cobertura Cobertura

. Caracteres Caracteres Caracteres
Longitud : . ; h grupo grupo
Locus variables en el variables parsimoniosos .
total ; h . interno externo
grupo interno totales informativos (%) (%)

rpl32-trnL 1354 622 743 347 16 83
trnL-trF 1084 226 363 206 16 83
trnH-psbA 439 34 86 33 16 84
ycfl 930 343 499 303 16 83
PHYC 1034 733 749 271 70 87
Matriz
Concatenda 4841 1958 2440 1160
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Figura 2.1. Diversidad morfolégica de Eriosyce curvispina de nueve poblaciones
muestreadas para inferencias filogenéticas y evolutivas poblacionales. A, Valle de
Chopa (CV); B, Tilama (Ti); C, Los Molles(LM); D, Putaendo (Pu); E, Ocoa (Oc); F,
Escorial (Es); G, Laguna Verde (LV); H, Farellones (Fa). Fotos: A de M. Rosas; By
C de P.C. Guerrero; D, E y F de H.M.Villalobos-Barrantes; G de B. Vergaray H de J.
Keymer
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Figura 2.2. Filogenia calibrada en el tiempo de Eriosyce con los clados internos
colapsados, excepto el clado Horridocactus para facilitar la visualizacion de la posicion
filogenética de los miembros putativos de E. curvispina. Los numeros sobre los nodos
son las probabilidades a posteriori.
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Figura 2.3. Analisis DAPC de 150 individuos de Eriosyce curvispina. Los elipsoides
representan los grupos I-1V identificados en la inferencia filogenética bayesiana.

[1.5 Discusién

Las inferencias filogenéticas recuperaron un arbol filogenético bien sustentado que
revela linajes evolutivos dentro de la seccidén Horridocactus y fuertes divergencias entre
los miembros putativos del complejo E. curvispina. Esto apoya eventos de especiacion
independientes que revelan una mayor diversidad que esta pasando desapercibida
aunque se han acumulado importantes singularidades genéticas. Las especies de
Horridocactus se agruparon en tres clados principales (A-C), dos de los cuales albergan
poblaciones de E. curvispina, que a su vez se distribuyeron en cuatro grupos distintos
(I-1V). Esto revela un escenario evolutivo mas complicado que no es consistente con la

existencia de un complejo taxonomico, ya que presenta eventos cladogenéticos
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independientes. Ademas, nuestro estudio sugiere claramente que los miembros de los
grupos | a IV se originaron en periodos de tiempo diferentes, lo que apoya que los
mecanismos de divergencia produjeron eventos de especiacion profunda y superficial
a lo largo del tiempo evolutivo.

Los cuatro grupos identificados se encuentran geograficamente aislados ya sea por
separacion latitudinal o altitudinal, la alta complejidad topogréfica en la zona central de
Chile hace que aun en distancias lineales cortas entre poblaciones, puedan tener un
duro aislamiento reproductivo (Rozzi et al., 1997). Dentro de los grupos | y Il, en el
Clado A (Figura 2.2), encontramos una significativa divergencia genética acumulativa,
como puede inferirse por la gran longitud de rama observada en el filograma entre las
especies. Los severos cambios climaticos ocurridos a principios del Pleistoceno, junto
con la compleja topografia de Chile central, podrian haber tenido un fuerte impacto en
la divergencia temprana de estos taxones. Por ejemplo, el establecimiento de nuevos
regimenes climaticos y/o barreras permanentes de hielo habrian jugado un papel clave
en esta separacion (Bohnet et al., 2020; Merklinger et al., 2021; Bonatelli et al., 2014),
donde las poblaciones andinas pudieron permanecer en refugios, fomentando el
aislamiento reproductivo espacial. Este fendbmeno ha sido sugerido en otros clados de
plantas andinas con divergencias importantes a inicios del Pleistoceno (Glade-Vargas
et al., 2021; Amaral et al., 2021; Ornelas et al., 2015). Las poblaciones costeras de E.
curvispina en Los Molles y Laguna Verde presentan una divergencia estimada en 3.3
MYA, ademas los datos de DAPC de SSRs apoyan la existencia de estructura genética
poblacional sugiriendo que existe una barrera dura entre estas dos poblaciones
costeras que restringe el flujo génico y refuerza las diferencias. En contraste, las
poblaciones andinas (Escorial y Putaendo) del clado A mostraron altos niveles de
divergencia en el arbol filogenético (Figuras S1 y S2 material suplementario), mientras
qgue la estructura genética poblacional evaluada por los datos de microsatélites es
menos significativa. Estos distintos patrones de variacion genética obtenidos a partir de
diferentes marcadores moleculares, sugieren que el intercambio genético moderno
inferido a partir de datos de microsatélites puede haber reducido la distancia genética
entre estos dos taxones (Rose & Rieseberg, 2013; Zalapa et al., 2011; Suo et al., 2012;
Li et al., 2018).
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Los miembros de los grupos Il y IV se han originado mas recientemente (0,85 - 0,72
MYA) en dos eventos cladogenéticos independientes. El grupo Il ocupa los valles del
norte central de Chile, mientras que las especies miembros del grupo IV ocupan areas
mas al sur dentro de las cordilleras transversales y los Andes. Ambos tipos de habitats
experimentaron importantes cambios en la vegetacion durante el Gltimo millén de afios
siguiendo ciclos glaciares (Li et al., 2020; Hinojosa et al., 1997; Villagran et al., 1997,
Hinojosa et al., 2006), estos ciclos de larga duracion con el efecto de la diagonal seca
sudamericana tienen efectos significativos sobre las especies xerofiticas favoreciendo
la expansion y contraccion del rango en las poblaciones de plantas (Hinojosa et al.,
2015; Ossaet al., 2019; Luebert, 2021; Bacon et al., 2018). Los mecanismos que
contribuyen al aislamiento y posterior divergencia involucran la compleja topografia de
Chile central, y el sistema de polinizacion de las abejas, que puede conducir facilmente
al aislamiento reproductivo, ya que la mayoria de las abejas nativas son de tamafio
pequefio y tienen un rango de polinizacion reducido (61 Guerrero et al., 2011). Ademas,
esta divergencia entre poblaciones costeras y del interior podria deberse a regimenes
de seleccion asimétricos ejercidos por diferentes regimenes climaticos a diferentes
elevaciones (Ornelas et al., 2015; Rose & Rieseberg, 2013; Zalapa et al., 2011) y, por
los distintos gremios de polinizadores que covarian con la elevacién (Arroyo et al.,
1982).

Los miembros de la seccion Neoporteria, otro grupo de cactus globosos, divergieron
alo largo de la costa pero no muestran estos niveles de divergencia profunda (Guerrero
et al., 2019b), esta diferencia se debe probablemente a diferencias en los sistemas de
polinizacion. Mientras que las especies del clado Horridocactus son polinizadas por
abejas (Guerrero et al., 2019c), la mayoria de las especies de Neoporteria son
polinizadas por colibries (Walter 2008; Cadiz-Véliz et al., 2021). La alta vagilidad de los
colibries permitiria el intercambio de polen a mayores distancias reduciendo la
divergencia genética.

La poblacion de Ocoa mostro el indice de fijacion mas bajo, y la diversidad genética
mas baja entre las poblaciones congruente con el hecho de que es una poblacién
aislada y el flujo genético con otras poblaciones es menos probable. Este aislamiento

puede deberse al hecho de que la vegetacion xerdfila nativa permanece en las colinas
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en forma de isla, y en los dos ultimos siglos la matriz circundante se ha transformado
en un paisaje antropizado debido a diferentes actividades como cultivos de cereales,
frutas, ganado, vivienda (Dominguéz et al., 29109;

https://www.ine.cl/estadisticas/economia/agricultura-agroindustria-y-pesca).

En consecuencia, la "E. curvispina" local ha experimentado una reduccion de su habitat
gue ha aumentado las posibilidades de endogamia y la reduccién de la diversidad
geneética.

A pesar de la amplia distribucion e importancia de las zonas aridas y semiaridas los
estudios filogenéticos y de genética de poblaciones son todavia escasos (Guerrero et
al., 2011; Koch et al., 2019; Larridon et al., 2015), especialmente aquellos que abordan
los mecanismos por los que posibilitaron la diversidad genética que observamos en la
actualidad (Gutiérrez-Flores et al., 2016; Cavender-Bares et al., 2019; Toro-Nuiez et
al., 2020; Silva et al., 2018; Arakaki et al., 2011). La combinacién de factores
geograficos (topografia y variaciones climaticas) sumada a la variacion de los gremios
de polinizacion y, en épocas mas recientes, a las actividades agricolas, pueden ser

factores importantes que estructuren la diversidad genética actual de las cactaceas.

[1.5.1 Conclusiones

La reconstruccion filogenética con marcadores de ADNcp y ADN nuclear recuperé
fuertes relaciones de los taxones dentro de Eriosyce, y muestra que el complejo
Eriosyce curvispina es un grupo polifilético que agrupa al menos cuatro linajes
evolutivos. Estos resultados mejoran nuestra comprension sobre el origen de un rico
grupo endémico de cactaceas, para dimensionar mas claramente su biodiversidad, y
sugieren que una fraccion de la flora del hotspot de biodiversidad de Chile central
mediterraneo puede ser criptica. Esta informacién es fundamental para evaluar con
precision el riesgo de extincion y disefiar acciones de conservacion eficientes, evitando
pasar por alto especies altamente amenazadas en un paisaje cada vez mas

antropizado.
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CAPITULO Il

Variables climaticas y morfolégicas que inciden en la evolucion del género
Eriosyce (Cactaceae)

1.1 Resumen

Uno de los biomas mas ampliamente distribuidos es el de zonas aridas y semiaridas,
que cubre aproximadamente el 40% de la superficie terrestre. Ademas, contiene una
biodiversidad mayor de lo que se estimaba anteriormente; de hecho siete de los 25
puntos calientes “hotspot” y 30% de los centros de diversidad de plantas se encuentran
en zonas aridas. Sin embargo, estudios que integren mecanismos ecoldgicos y de
diversificacion de zonas aridas, asi como la evolucién de caracteres morfolégicos y el
nicho que expliquen la diversidad observada en plantas adaptadas a zonas aridas
siguen siendo escasos. Nuestro estudio analiz6 la relacion entre rasgos morfolégicos
con variables ambientales usando el método comparado filogenético para evaluar la
evolucion de estos rasgos y si la temperatura y la precipitacion afectan su evolucion.
Nuestros resultados muestran que la temperatura mas que la precipitacion, tiene un
impacto sobre la altura y el volumen de los cactus, siendo esta relacion positiva,
mayores temperaturas mayores alturas y volumenes de las plantas. Adicionalmente se
evaluo la diversificacion en términos de nicho climatico y morfologico. Estos resultados
muestran que estos rasgos han evolucionado lo que les ha dado una ventaja adaptativa
a estas plantas para colonizar nuevos lugares y sobrevivir en el tiempo e ir
diversificandose. Ademas, encontramos que hay tipos de raices y tallos asociados a
clados especificos, lo que nos indica que estos juegan un papel importante en la

adaptacion de las especies.

Palabras claves
Cactaceas, Rasgos morfoldgicos, Variables ambientales, Método comparado

filogenético.
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[11.2 Introduccion

Las zonas aridas y semi-aridas, cubren aproximadamente el 40% de la superficie
terrestre (Goettsch et al., 2015). Esta area contiene una gran biodiversidad (Goettsch
et al., 2018). Siete de los 25 puntos calientes (“hotspot”) de biodiversidad y un 30% de
los centros globales de diversidad de plantas se encuentran en zonas aridas (Myers et
al., 2000; Arroyo et al., 2008).

Las zonas aridas se caracterizan por niveles extremos de bajas precipitaciones, baja
humedad relativa y altas temperaturas. Estas condiciones generan limitaciones severas
al crecimiento y probabilidad de sobrevivencia de plantas. Ante estas fuertes presiones
selectivas, las plantas han evolucionado hacia una serie de estrategias que les permiten
responder a la poca disponibilidad de agua, por ejemplo, gracias al metabolismo CAM
(Metabolismo Acido de las Crasulaceas) que les confiere la caracteristica de reducir la
pérdida de agua por transpiracion durante las horas mas calientes (Andrade et al.,
2007).

Las suculentas presentan una clara relacion entre los rasgos morfolégicos y las
condiciones climaticas (Hernandez-Hernandez et al., 2014; Edwards, 2019; Aliscioni et
al., 2021). Hay estudios que indican que la diversificacion de algunas especies de
suculentas ocurrié primeramente como adaptaciones locales a microhébitats edaficos
(o sea a condiciones del suelo principalmente). Posteriormente algunos individuos se
adaptaron a otras condiciones climaticas y a partir de esto desarrollaron rasgos que les
permitieron subsistir en estas nuevas condiciones (Guerrero et al., 2013). Un segundo
evento, en la variacion de un rasgo en suculentas, se da en respuesta a la evoluciéon
monocarpica y de polinizacion con murciélagos (Hernandez-Hernandez et al., 2014).

Por otro lado, el estudio de Arakaki et al., (2011) concluyeron que el origen y las
principales radiaciones, en cuanto a diversificacion y morfologia, de cactus se llevaron
a cabo junto a con las radiaciones del nucleo Ruschioideae en Sudafrica y agaves en
Ameérica del Norte, lo que sugiere que hay una asociacion con la expansion global de
ambientes aridos y semiaridos. Esto ultimo implicé adaptacion a la poca disponibilidad
de agua lo que les confiri6 una ventaja para sobrevivir a una amplia variedad de
condiciones ecoldgicas. Por otro lado, las fluctuaciones climaticas durante el

Pleistoceno, donde se alternaron periodos de bajas temperaturas con periodos calidos,
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tuvieron un gran impacto en la distribucion, evolucion, diversidad genética y la
estructura de poblaciones de plantas en la biota global fragmentando las poblaciones y
provocando diversificacion de las mismas (Bonatelli et al., 2014; Gutiérrez-Flores et al.,
2016, Mortimer et al.,, 2022). Sin embargo, estudios que integren mecanismos
evolutivos para explicar el origen de la diversidad morfoldgica de plantas en zonas
aridas siguen siendo escasos (Sheng-Dan et al.,, 2018) pero muy necesarios para
comprender cOmo estas plantas se han adaptado a zonas consideradas histéricamente
dificiles para cualquier ser vivo.

El género Eriosyce sensu lato (Cactaceae) esta conformado por alrededor de 70
especies y presenta una distribucion geografica asociada al gradiente de aridez
presente en la Diagonal Arida de Sudamerica (Figura 3.1). Este género se caracteriza
por una gran heterogeneidad morfolégica (Guerrero et al., 2019, Villalobos-Barrantes
et al., 2022), pero aun se desconocen los factores y mecanismo subyacente que
promovieron el origen de esta variaciéon. La gran diversidad de formas que presenta
este género ser el producto de la adaptacion en un periodo de tiempo relativamente
corto, combinado con las oscilaciones climaticas. Este tipo de patron es lo que se ha
observado para otros cactus (Hernandez-Hernandez et al., 2014; Larridon et al., 2015;
Silva et al, 2017).

Por otro lado, se debe considerar la convergencia morfoloégica del grupo como
mecanismo de adaptacion al medio arido para aumentar la probabilidad la
supervivencia y la reproduccion (Futuyma & Kirkpatrick 2017). Rasgos como la altura,
el volumen y la forma de la raiz y del tallo, son de suma importancia para estas plantas,
pues por medio de las raices y el tallo se obtiene y se almacena el agua, lo cual es
fundamental para su supervivencia en ambientes aridos (Hernandez-Hernandez, et al,
2023). Sin embargo, actualmente se desconoce si el proceso de adaptacion morfoldégica
fue guiado principalmente por la temperatura o la cantidad de precipitacion que
caracterizan a los ambientes aridos. Adicionalmente, desconocemos si la morfologia de
los cactos cambio en forma conjunta o de manera independiente ante las presiones
selectivas de los ambientes aridos. Esto ultimo hecho radica en que el proceso de
seleccién natural puede modificar los rasgos de los individuos de forma integrada o

correlacionada, y también puede cambiar los rasgos de manera independiente.
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Para responder si los rasgos morfolégicos estan relacionados a variables climaticas
y si éstas ultimas influyen en la diversificacion de este género evaluamos la relacion
entre varios rasgos morfoloégicos de cactus con las condiciones de temperatura y
precipitacion de los ambientes que estos ocupan. Los rasgos morfologicos estudiados
fueron la altura, volumen, tipo de raiz y tipo de tallo y las condiciones ambientales la
temperatura y la precipitacion (Mauseth & Plemons-Rodriguez, 1998)

Nuestra hipotesis es que la altura, el volumen, la forma de la raiz y la forma del tallo
de los cactus varian como una respuesta adaptativa integrada frente a las presiones
selectivas ejercidas tanto por la temperatura como la precipitacion.

Una posible explicacién es que, a mayor altura y volumen del tallo y raices mas
grandes, los cactus podrian almacenar mas agua para Su supervivencia, bajo
condiciones ambientales éridas. Por tanto, podria darse que: i) a mayores
precipitaciones los cactus sean de mayor altura y volumen, ii) a mayores temperaturas
los cactus sean de mayor altura y volumen, iii) a mayores precipitaciones los cactus
estén asociados al tipo de raiz fibroso y al tipo de tallo gedfito y iv) a mayores
temperaturas los cactus estan asociados al tipo de raiz fibroso y a la forma de tallo

gedfito.
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Figura 3.1. Distribucion de las muestras del género Eriosyce s.l. usadas en este

estudio.

111.3 Métodos

[11.3.1 Datos morfoldgicos y climaticos

Compilamos datos morfolégicos a partir de la informacién reportada en la literatura
principalmente de Ritter (1980), Hoffman & Walter (2004) y datos de los cactus del
invernadero del Laboratorio Biomas en Hualpén (dentro de la Estacion Biologica de la
Universidad de Concepcion, Hualpén, Chile) y fue usado el valor medio del rango
indicado para un total de 68 especies del género Eriosyce s.l. Estos datos corresponden
a la altura, diametro del tallo, forma de tallo, tipo de raiz, tipo de tallo, ademas de los
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datos de localizacion geografica. Posteriormente se calculé para cada especie el
volumen (a partir del largo, ancho y altura) de cada uno. Los valores de todas estas
variables se transformaron a logaritmo en base 10 (logio) para ser usados en los
analisis de regresion.

De acuerdo a la forma de crecimiento de cada taxén se le asigné una forma
geométrica simple, cono, esfera o cilindro y en conjunto con los valores de diametro y
altura de cada taxon se calcul6 el area, el volumen y la razén area/volumen de cada
especie.

El corno corto (“short turbinate”) raiz central pivotante ancha en el cuello y que
rapidamente se hace angosto hacia el extremo. El cono alargado (“elongate turbinate”)

donde es ancha en el cuello y se angosta suavemente hacia el extremo.

Figura 3.2: Diferentes especies del género Eriosyce y las disintas formas de raices y
tallos. A) E. occulta con raiz tuberosa y tallo gedfito, B) E. engleri con raiz fibrosa y tallo
subcolumnar, C) E. curvispina subsp. tuberisulcata con tallo subglobular, D) E.
curvispina var. curvispina con tallo subglobular, E) E. napina con tallo gedfito y F) E.

eriosyzoides con tallo subcolumnar.(Tomado de Hoffman y Walter, 2004).

Los datos de latitud y longitud (las ocurrencias de cada especie) fueron usados en el
programa Diva-Gis 7.1 (Hijmans et al., 2004) para obtener los valores de la temperatura

promedio anual (BIO1 = Annual Mean Temperature) y precipitacion anual (BIO12 =
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Annual Precipitation) (Hijmans et al., 2005). Utilizamos estas variables climéticas en las
regresiones filogenéticas para evaluar su efecto sobre las variables morfolégicas de los

cactus

[11.3.2 Inferencias filogenéticas basadas en secuencias

Para efectuar las regresiones de minimos cuadrados generalizados filogenéticos
(PGLS) se utilizé una filogenia calibrada temporalmente, la cual fue inferida con el
programa BEAST 2.0 (Bouckaert et al., 2019). Esta filogenia contiene 68 especies, sin
grupo externo. Esta filogenia se obtuvo de la filogenia descrita en el Capitulo Il, seccién
11.3.2, de esta tesis, donde amplificamos tres marcadores cloroplasticos no codificantes
(rpl32-trnL, trnH-psbA, trnL-trnF), un gen plastidial (ycfl) y un gen nuclear (PHYC)
siguiendo el protocolo descrito en Guerrero et al., (2019b).

Evaluamos cuatro modelos de evolucion molecular disponibles en BEAST
(Villalobos-Barrantes et al., 2022). EI mejor modelo de evolucion molecular fue el Reloj
Relajado Exponencial, determinado por el valor de L-marginal dado por la aplicacion
PathSampler. El arbol consenso se obtuvo con TreeAnnotator. Ambas aplicaciones
dentro del paquete BEAST. La Figura 3.3 muestra la filogenia completa con fechas en
cada nodo.

[11.3.3 Regresiones filogenéticas

Para evaluar la relacion entre las variables altura y volumen de los cactus con la
temperatura y precipitacion (medidas anuales), se efectuaron modelos minimos
cuadrados generalizados filogenéticos (PGLS) con inferencia Bayesiana, utilizando el
programa BayesTraits 3.0 (Pagel, 1997 y 1999). Se realizaron 51.000.000 de
iteraciones, con una frecuencia de muestreo de 50.000, eliminando 1.000.000 de
iteraciones. La convergencia de las inferencias se revisa utilizando el programa Tracer
v1.7.1 (Rambaut et al., 2018)

Las regresiones filogenéticas se evaluaron bajo los modelos Brownian Motion (BM),
Lambda (LA), Lambda cero (LAO), Variable Rate o Tasas Variables (VR) y Lambda con
Variable Rate (LAVR) como se observa en las Tablas 3.1y 3.3.
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Se escogieron las variables significativas comparando la verosimilitud marginal de
modelos sin variables predictoras y modelos de regresién con variables predictoras
(Renddn-Macias et al., 2018). Para esto, se efectuo el calculo del Bayes Factor (BF)
como criterio para definir si una variable predictora es significativa. El calculo del Bayes
Factor se hace de la siguiente forma: BF = 2*(la verosimilitud marginal del modelo
respectivo con la covariable menos la verosimilitud marginal del modelo que no incluye
la covariable en cuestion). Si el valor del BF es mayor 2 significa que el modelo que
contiene la variable predictora tiene un mejor ajuste que el modelo que no la tiene vy,
por lo tanto, la variable predictora es considerada significativa (Tabla 3.2).

Para evaluar la relacién entre las variables tipo de raiz y tallo de los cactus con la
temperatura y precipitacion, utilizando regresiones filogenéticas con los modelos de
evolucion BM, LA, LAO, VR, y LAVR, se consideré6 como variable de respuesta el
logaritmo en base 10 (log10) de la temperatura y la precipitacion, y el tipo de raiz y tallo
de los cactus como variable predictora.

Tabla 3.1. Datos de especies del género Eriosyce con tipo de tallo y raiz, altura y
volumen de cada taxa y las variables climéaticas Temperatura media anual (BIO1 =
Annual Mean Temperature) y Precipitacion anual (BIO12 = Annual Precipitation)

BIO1 = BIO12 =
Altura de Volumen
e . Forma de . , Annual Mean Annual
Especie filogenia Sistema raiz cactus de cactus L
tallo (Log10) (Log10) Temperature | Precipitation
i i (Log10) (Log10)
E. aerocarpa Geophyte Tuberous 1,50515 4,6044 2,2 1,669
E. andreaeana Subglobular Fibrous 2,04139 5,7427 2,2 2,5
E. armata Subglobular Fibrous 2,39794 6,8036 2,1 2,8
Short-
E. aspillagae Subglobular turbinate 1,77815 5,9655 2,1 2,9
Short-
E. aspillaga subp. maechlerorum Subglobular turbinate 1,77815 6,0254 2,2 1,7
E. atroviridis Subglobular Tuberous 1,65321 5,3545 2,1 2,2
E. aurata Globular Fibrous 2,74036 8,1162 2,3 2,6
E. bulbocalyx Subglobular Fibrous 2,30103 6,3545 2,3 1,7
Short-
E. calderana Subglobular turbinate 1,76343 5,4647 2,2 1,0
Short-
E. caligophila Subglobular turbinate 1,60206 5,1362 2,2 2,5
E. castanea Subcolumnar Fibrous 2,20412 6,4514 2,2 2,4
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E. chilensis Subglobular Fibrous 2,07918 5,9743 2,2 2,0
E. chilensis var. albidiflora Subglobular Fibrous 2,07918 5,9743 2,2 2,5
E. clavata Subcolumnar Fibrous 2,77815 6,6732 2,2 1,6
E. coimasensis Subglobular Tuberous 2,41497 6,3101 2,2 1,7
E. crispa Subglobular Tuberous 1,65321 5,2385 2,1 2,5
E. crispa subsp. totoralensis Subglobular Tuberous 1,66276 4,9558 2,2 2,7
E. curvispina var. curvispina HV34 Subglobular Fibrous 2,30103 6,7982 2,2 2,6
E. curvispina var. aconcaguensis HV56 Subglobular Fibrous 2,00000 0,0000 2,2 2,5
E. curvispina var. choapensis PG1172 Subglobular Fibrous 0,0000 0,0000 2,2 2,4
E. curvispina var. mutabilis 513 Subglobular Fibrous 2,07918 0,0000 2,2 2,5
E. curvispina var. robusta HV68 Subcolumnar Fibrous 2,17609 0,0000 2,1 2,6
E. curvispina subsp. tuberisulcata
BV230 Subglobular Fibrous 1,90309 5,7982 2,2 1,7
E. duripulpa Geophyte Tuberous 1,84510 5,0466 2,1 2,0
E. elquiensis Subglobular Tuberous 2,07918 5,9297 1,9 2,7
E. engleri Subcolumnar Fibrous 2,47712 6,8828 2,2 1,5
Elongate-
E. esmeraldana Geophyte tubinate 1,39794 4,4972 2,2 1,7
E. fankhauseri Geophyte Tuberous 1,30103 4,7524 2,2 1,7
Short-
E. fulva Geophyte turbinate 1,25527 4,6311 2,1 2,7
E. garaventae Subcolumnar Fibrous 2,04139 6,0948 2,2 1,7
Short-
E. glabrescens Geophyte turbinate 1,39794 4,8493 2,2 1,9
E. heinrichiana Subglobular Tuberous 1,76343 5,4647 2,2 1,0
E. heinrichiana var. setosiflora BV144 Subglobular - 1,60206 0,0000 2,2 2,1
Short-
E. iquiquensis Geophyte turbinate 1,60206 5,0535 2,3 1,3
E. islayensis Subglobular Fibrous 2,84510 6,8986 2,2 1,8
E. islayensis subsp. omasensis Subglobular Fibrous 2,20412 6,1820 2,2 1,7
Elongate-
E. kraussii Geophyte tubinate 0,95424 4,0535 2,1 2,0
E. kunzei Subglobular Fibrous 2,09691 6,2199 2,2 2,1
E. limariensis Subglobular Fibrous 2,17026 6,4175 2,2 2,2
E. litoralis Subcolumnar Fibrous 2,20412 5,9054 2,2 1,6
Short-
E. malleolata Geophyte turbinate 0,90309 4,1961 2,1 3,0
E. marksiana Subglobular Fibrous 2,41497 7,0705 2,0 2,9
E. marksiana var. lissocarpa Subglobular Fibrous 2,39794 7,0889 2,2 1,7
E. napina Geophyte Tuberous 1,81291 5,2643 2,2 1,7
E. napina subsp. challensis PG812 Geophyte Tuberous 2,30103 0,0000 2,2 1,7
E. napina subsp. lembckei Geophyte Tuberous 1,69897 4,9005 2,2 2,1
E. nigrihorrida Subcolumnar Fibrous 2,55630 6,4514 2,2 1,5

49




E. occulta Geophyte Tuberous 1,44716 5,0324 2,2 1,7
Short-

E. odieri Geophyte turbinate 1,65321 5,1741 2,2 1,2
Short-

E. paucicostata Subglobular turbinate 2,47712 6,1784 2,2 1,2
Short-

E. recondita Geophyte turbinate 1,25527 4,4568 2,2 1,8

E. riparia Geophyte Tuberous 1,04139 4,2034 2,2 1,5

E. rodentiophila Globular Fibrous 2,60206 7,5075 2,2 2,3

E. senilis Subglobular Tuberous 2,27875 6,0327 2,2 1,8

E. simulans Subglobular - 2,30103 6,0023 2,2 1,8
Short-

E. sociabilis Subcolumnar turbinate 2,60206 6,4056 2,2 1,7

E. spectabilis Subglobular - 1,39794 4,6910 2,2 2,1

E. spinosior Subglobular Tuberous 1,65321 4,8547 2,1 2,3

E. strausiana Subglobular Fibrous 2,30103 6,5483 2,2 2,7

E. subgibbosa Subcolumnar Fibrous 3,00000 7,6910 2,1 2,9
Short-

E. taltalensis Subcolumnar turbinate 1,90309 5,6044 2,2 1,5
Short-

E. taltalensis subsp.pygmaea Subglobular turbinate 1,77815 5,3634 2,3 1,6

E. tenebrica Geophyte Tuberous 1,47712 5,0624 2,2 1,7

E. umadeave Subglobular Fibrous 2,60206 7,0992 2,0 2,7

E. vallenarensis Subcolumnar Fibrous 2,47712 5,9285 2,2 1,7

E. villicumensis Subglobular Tuberous 2,00000 5,8036 2,2 2,1

E. villosa Subcolumnar | Tuberous 2,41497 6,3101 2,2 1,7

E. wagenknechtii Subglobular Fibrous 2,47712 6,4550 2,2 1,9

Esto ultimo se debe a que actualmente no existen aproximaciones de regresiones
filogenéticas, con los diferentes modelos de evolucidn, que consideren una variable
discreta, como el tipo de raiz y tallo de los cactus como variable predictora versus una
variable respuesta de tipo continua (Temperatura o Precipitacion).

A través de este analisis se puede determinar qué tipo de raiz y tallo de los cactus
estan presentes a determinada temperatura y precipitacion e implicitamente se esta
evaluando si hay diferencias en los niveles de temperatura y precipitacion a través de
los diferentes tipos de raiz y tallo.
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[11.3.4 Andlisis diversificacion y linajes en tiempo

Usando la filogenia calibrada con 68 taxa (Figura 3.2) inferida en Beast 2.0
(Bouckaert et al., 2019) se procedié a hacer el analisis de tasas de diversificacion
usando el programa Bayesian Analysis of Macroevolutionary Mixtures (BAMM v.2.5.0,
Rabosky 2014) con las variables climaticas de Temperatura (BIO1 = Annual Mean
Temperature) y Precipitacion (BIO12 = Annual Precipitation) (Hijmans et al., 2005)
utiizando el paquete BAMMtools en R (Rabosky et al.,, 2014). Con la funcidn
“setBAMMpriors” se determinaron los valores adecuados para el andlisis con la
instruccion diversificacion. Una vez calculados estos parametros y con este mismo
paquete (BAMMtools), se genera el archivo (“divcontrol.txt”) con todos los parametros
necesarios que utiliza BAMM para correr 10 millones de iteraciones y generar los varios
archivos de salida que se analizan en R.

Utilizando el paquete BAMMtools se procede a eliminar el 25 % de muestras de la
MCMC y se corrobora que las corridas lleguen a convergencia utilizando el programa
Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018). Posteriormente se usa el paquete CODA en R
(Plummer et al., 2006) que permite calcular el tamafo efectivo de la muestra, los valores
de logaritmos de la verosimilitud y en nimero de tasas de cambio durante la simulacion
de MCMC. Los resultados de este andlisis muestran un filograma de colores con los
valores de las tasas de diversificacion y un grafico de tasa de diversificacion en el
tiempo (Figura 5.1).

Para determinar si las variables climaticas de Temperatura (BIO1 = Annual Mean
Temperature) y Precipitacion (BIO12 = Annual Precipitation) tienen incidencia sobre las
tasas de diversificacion, se procede a realizar el analisis de BAMM de la filogenia con
los datos continuos en logaritmo base 10 de éstas variables (Tabla 3.1) de la misma
forma que se describié anteriormente pero utilizando en los antecedentes (priors) que
se trata de un rasgo, tanto para calcular los valores adecuados del analisis como el
analisis de los datos de salida (Figuras 3.6 y 3.7).

De igual forma se procede a realizar el analisis de diversificacién con datos de altura
y volumen de los cactus presentes en la filogenia. La determinacion de los parametros
y el andlisis de los datos de salida se hacen tal como se describié para las anteriores

variables .
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I11.4 Resultados

[11.4.1 Filogenia

La Figura 3.3 muestra la filogenia calibrada para 68 especies del género Eriosyce. Los
valores de fechas en cada nodo para esta filogenia. La filogenia muestra que el género
es monofilético, con siete clados internos bien definidos y que se obtuvo como se

describe en la seccion 11.3. 2 (Inferencias filogenéticas basadas en secuencias).

[11.4.2 Relacién entre Altura y Volumen de los cactus con la Precipitacion y
Temperatura

En las regresiones multivariadas, el modelo lambda (LA) tuvo el mejor ajuste para
todas las regresiones, aunque el valor es no significativo (Tabla 3.2). Por otro lado, los
resultados del Factor de Bayes (Bayes Factor), muestran que los modelos de regresiéon
gue incluyen la temperatura como variable predictora, poseen valores de verosimilitud
marginalmente mayor tanto para la altura como volumen de los cactus (Tabla 3.3). Esto
significa que solo la variable temperatura tiene un efecto significativo sobre la altura y
volumen de los cactus. La pendiente de la relacion fue positiva lo cual indica que la
altura y volumen de los cactus es mayor a mayores temperaturas.

En el caso de las regresiones bivariadas con los tipos de raiz y tallo de los cactus,
como variable predictora versus las variables temperatura y precipitacion como
variables respuesta, con los diferentes modelos de evolucion, muestran que la variable
precipitacion bajo el modelo LAO (lambda cero) tiene un mejor ajuste. Las raices tipo
cono corto y tuberosa se presentan a menor precipitacion que el tipo de raiz fibrosa. Y
para los tipos de tallo, el tipo subcolumnar y subglobular se presentan a mayor
precipitacion que el tipo gedfito (Tabla 3.4).

Con la variable temperatura, el modelo que presenté un mejor ajuste fue el modelo
conjunto de Lambda mas Tasas Variables (LAVR). Sin embargo, la temperatura no tuvo
un efecto significativo para ningan tipo de raiz y tallo. Esto significa que la temperatura

no tiene un efecto sobre este tipo de rasgos (Tabla 3.4).
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Figura 3.3. Filogenia calibrada para 68 especies del género Eriosyce con valores de

fechas en los nodos. Los valores negativos significan las fechas antes del presente
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Tabla 3.2. Regresiones multivariadas para la Altura y Volumen de las especies de
cactus del género Eriosyce vs. Precipitacion* mas la Temperatura*.

Lh Altura Precipitacion Temperatura %<0 %<0
Altura vs. Prec + Temp* Marginal  Alpha Beta 1 Beta 2 RA2 Lambda Betal Beta2
BM -50,2564 11,0142 -0,1397 0,6645 0,0693 92,2 18,4
LA -42,7146 0,6636 -0,0293 0,7087 -0,0095 0,6571 59,9 18,6
LAO -55,3715 0,1460 0,1119 0,7429 -0,0221  0,0000 22,6 24,7
VR -46,5451 11,3172 -0,0806 0,4726 0,0455 77,4 20,5
LAVR -43,2535 0,6601 0,0144 0,6757 -0,0074  0,7150 43,2 17,6
Lh Altura Precipitacion Temperatura %<0 %<0
Volumen vs. Prec + Temp* Marginal  Alpha Beta 1 Beta 2 R"2 Lambda Betal Beta2
BM -78,3019 11,2572 0,1364 2,1592 0,0052 21,5 4,6
LA -74,8129 0,7428 0,2255 2,2978 0,0017 0,7704 12 5,6
LAO -89,3017 -0,0773 0,5189 2,2252 0,0275  0,0000 2,7 14
VR -77,8713 11,6841 0,1367 1,9644 0,0092 23 5,8
LAVR -76,4352 1,1960 0,2170 2,1048 0,0113  0,7973 15 6,6
*Prec = Precipitacién anual, Temp = Temperatura media anual
Tabla 3.3. Comparacion de los valores de verosimilitud marginal (Lh) de las variables
Altura y Volumen de los cactus con sus respectivas covariables vs. las variables sin
covariable a través de Bayes Factor.
Lh BF Célculo de Bayes Factor
Altura -46,9402
Altura vs Prec* -38,7024 16,4756 2*(Altura vs. Prec /Altura) xk
Altura vs Temp* -35,4101 23,0602 2*(Altura vs. Prec /Altura) *
Altura vs Prec+Temp* -42,7146 8,4511 2*(Altura vs. Prec + Temp /Altura) *
Lh BF Calculo de Bayes Factor
Volumen -78,5386
Volumen vs Prec* -72,0568 12,9635 2*(Volumen vs. Prec /Volumen) *
Volumen vs Temp* -69,4775 18,1221 2*(Volumen vs. Prec /Volumen) *
Volumen vs Prec+Temp* -74,8129 7,4513 2*(Volumen vs. Prec+Temp /Volumen) *

*Prec = Precipitacion anual, Temp = Temperatura media anual, **significativo

54



Tabla 3.4. Regresiones bivariadas para tres tipos de raiz: A: Fibrosa, B: Corno corto C:
Turberosa y tres tipos de tallo: D: Gedfito, E: Subcolumnar, F: Subglobular de las

especies del género Eriosyce vs. Precipitacion y Temperatura

Temperatura Lh Fibrosa Cono Corto Tuberosa % <0

vs. Raiz Marginal Alpha Beta 1 Beta 2 R"2 Lambde Betal % < 0 Bet
BM 48,0964 2,1765 -0,0005 -0,0323 0,008 51,7 93,7
LA 63,2883 2,1841 0,0059 -0,0227 -0,013 0,1441 40,1 86,5
LAO 65,3281 2,1833 0,0094 -0,0201 -0,014 0,0000 33,8 83,8
VR 101,8661 2,1943 0,0199 0,0000 -0,013 20,6 49,3
LAVR 111,4903 2,2000 -0,0056 0,0000 -0,034 0,0018 64,3 51,3
Temperatura Lh Gedfito Subcolumnar Subglobula %<0 %<0
vs. Tallo Marginal Alpha Beta 1 Beta 2 R"2 Lambde Betal Beta2
BM 49,8107 2,1648 -0,0030 -0,0027 -0,038 54,0 53,6
LA 68,7113 2,1773 0,0069 -0,0062 -0,039 0,1303 39,6 62,6
LAO 70,7390 2,1821 0,0007 -0,0089 -0,035 0,0000 49,3 68,6
VR 94,0793 2,1981 0,0000 0,0000 -0,040 51,4 47,8
LAVR 124,5173 2,2000 0,0000 0,0000 -0,036 0,0008 51,0 49,7
Precipitacion Lh Fibrosa Cono Corto Tuberosa %<0 %<0
vs. Raiz Marginal Alpha Beta 1 Beta 2 R"2 Lambde Betal Beta2
BM -69,8790 2,2534 -0,4105 -0,2077 0,006t 98,4 91,6
LA -58,7863 2,1924 -0,3090 -0,2224 -0,008 0,1969 94 92,3
LAO** -57,1801 2,1787 -0,3214 -0,2627 0,025! 0,0000 97,5 96,6
VR -67,8215 2,2491 -0,3270 -0,2164 0,002 0,0255 89,4 93,9
LAVR -60,9980 2,2003 -0,3189 -0,2350 0,003 0,2142 93,4 95,7
Precipitacion Lh Gedfito Subcolumnar Subglobula %<0 %<0
vs. Tallo Marginal Alpha Beta 1 Beta 2 R"2 Lambdz Betal Beta2
BM -81,5779 2,0492 0,1776 0,1088 -0,028 22,7 24,4
LA -59,0887 1,9072 -0,0136 0,2335 0,017: 0,1603 52 7
LAO** -57,3678 1,8454 0,0219 0,2841 0,040 0,0000 44,8 2,1
VR -71,0643 1,9872 -0,0353 0,2003 0,0411 55,2 17,2
LAVR -60,6280 1,8806 -0,0356 0,2828 0,068. 0,1686 57 3,6

*Prec = Precipitacion anual, Temp = Temperatura media anual, **significativo
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[11.4.3 Andlisis diversificacién

La tasa de diversificacion neta promedio para el género Eriosyce no varia
significativamente entre las diferentes ramas de la filogenia (Figura 3.5A), pero
disminuye ligeramente hacia el presente como se observa en la Figura 3.5B. Cuando
se estima la tasa la de diversificacion del género en funcion de la temperatura, vemos
un cambio significativo que ocurren a los 0.6 Mya y ademas se observa un leve aumento

de la tasa del rasgo hacia el presente a partir de los 0.5 Mya (Figura 3.6 y Tabla 3.5).

spaciation rale
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Figura 3.5. A) Tasas de diversificacion neta promedio y B) Tasa de evolucion en el

tiempo para el género Eriosyce
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Figura 3.6. A) Tasas de diversificacién y B) Tasa de evolucién en el tiempo para la

Temperatura Media Anual (BIO1)

Tabla 3.5. Valor de los cambios en tasas de diversificacion en género Eriosyce

Rasgo node Tiempo Tiempo del
Mya cambio
Mya
Diversificacion neta 69 0 -
promedio
Precipitacion 83 2.307207 0.757632
100 2.481782 0.583057
Temperatura 100 2.466361 0.598478
Altura 69 0 -
Volumen 69 0 -

Al estimar la tasa la de diversificacion del género en funcion de la precipitacion, vemos
dos cambios significativos que ocurren a los 0.6 y 0.75 Mya y con un aumento
pronunciado en la tasa del rasgo hacia el presente a partir de los 0.7 Mya (Figura 3.7 y
Tabla 3.5). EI cambio que ocurre hace 0.6 Mya coincide para ambos rasgos,

Temperatura Media Anual (BIO1) y Precipitacion Anual (BIO12).
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Figura 3.7. A) Tasas de diversificacion y B) Tasa de evolucién en el tiempo para la

Precipitacion Anual (B1012).

Para las tasas de diversificacion debido a rasgos como la altura y el volumen de los
cactus no se presenta ningun cambio significativo a lo largo de las ramas y solo alo a
lo largo del tiempo con un leve aumento a partir de los 0.7 Mya, principalmente para la
altura, ya que para el volumen en cambio es leve pero no pronunciado como lo muestra

la Figura 3.8.
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Figura 3.8. A) Tasas de diversificacion y B) Tasa de evolucion en el tiempo para la

altura; C)Tasas de diversificacién y D) Tasa de evolucion en el tiempo para el volumen.

I11.5 Discusién

[11.5.1 Relaciones entre variables

Las covariables temperatura y precipitacion son significativas cuando se analizan
contra las variables morfolégicas como son la altura y volumen, lo cual significa que
ambas variables ambientales tienen un impacto sobre la altura y el volumen de los
cactus, siempre y cuando éstas covariables actian solas y no en conjunto como se
muestra en la Tabla 3.3. Siendo los valores de la verosimilitud marginal (Lh) de la altura
y volumen de los cactus vs. la temperatura (covariable) el mejor valor.

Este resultado nos muestra que la temperatura tiene un impacto mayor sobre los
rasgos morfolégicos de altura y volumen de los cactus, que la precipitacion, siendo este

impacto positivo lo que quiere decir que a mayor temperatura mayor es la altura y el
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volumen de los cactus o, dicho de otra forma, que la altura y volumen de los cactus
cambian de acuerdo a diferentes condiciones de temperatura principalmente. Esto
sugiere que mayor altura y volumen de la planta serian respuestas adaptativas a
mayores niveles de temparatura o que responden a mayores temperaturas (Achimon
et al., 2018; Ackerly, 2009).

Al evaluar los diferentes tipos de raiz y tallo de los cactus versus las variables
precipitacion y temperatura observamos que los resultados muestran que la raiz tipo
fibrosa es significativamente mas frecuente a mayor temperatura que las raices tipo
cono corto (CC) y tuberosa (T). Esto puede explicarse de la siguiente forma, a mayor
precipitacion las raices tienen mayor disponibilidad de agua y no tienen que ser
almacenadoras de agua como las cono corto y tuberosa (Figura 3.2). Otra forma de
explicar este resultado es que las raices tipo CC y T se presentan a menores
precipitaciones que la raiz tipo fibrosa. Lo cual sugiere que le confiere una ventaja para
adaptarse a estas condiciones.

Respecto a los diferentes tipos de tallos, los resultados nos muestran que el tipo de
tallo subglobular (SG) esta presente mas que respecto a los otros dos: gedfito (G) y
subcolumnar (SC), lo cual sugiere que la forma SG permite almancenar mayor cantidad
de agua para que la planta sobreviva en condiciones de mayor precipitacion. En otras
palabras, se puede decir que esta forma de tallo tiene la mejor relacion area-volumen
para su sobrevivencia (Figura 3.2).

Los resultados de las regresiones bivariadas de la variable temperatura versus tipo
de raiz y tipo de tallo no son significativas y por lo que podemos decir que la temperatura
no tiene una incidencia importante en estos rasgos y estos resultados nos permiten
aceptar la hipétesis parcialmente (Tabla 3.4).

Con todos los resultados de los PGLS tenemos la evidencia de que la temperatura
tiene una clara incidencia en la altura y volumen de los cactus, mientras que la
precipitacion en la forma de raiz y tallo, por lo que podemos aceptar parcialmente la
hipodtesis. Por tanto, la raiz fibrosa y el tallo SG son mayores a mayor precipitacion,

mientras que para la temperatura ningun tipo de raiz o tallo mostré ser predominante.
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[11.5.2 Andlisis diversificacién

Las tasas de diversificacion neta para el género Eriosyce no presenta ningiin cambio
significativo (Figura 3.5) pero si una leve disminucién hacia el presente desde los 3 Mya
(valor del maximo nodo de la filogenia). Esto significa que el tasa de variacion de éste
género ha venido disminuyendo hacia el presente, lo cual se puede puede ser
consecuencia de la pérdida de habitat debido a la fragmentacién del espacio que
ocupaban las especies en el pasado. La radiacion o diversificacion de cactus se
presento claramente en dos periodos de tiempo, uno hace 20 Mya y otro a los 10 Mya,
debido a la diferenciacién de nicho (Arakaki et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al.,
2014; Moen & Morlon, 2014) pero esto no fue suficiente para contrarrestar la
disminucién en la tasa de diversificacion que observamos desde los 2.5 Mya (Figura
3.5).

Cuando se evalta las tasas de evolucion en base a las variables climaticas
precipitacion y temperatura, se observa que ambas presentan cambios significativos en
un periodo reciente, entre los 0.7 y 0.6 Mya y en dos nodos especificos, y en ambas el
nodo 100 es comun y ademas, donde para las especies de este clado el tipo de tallo
subcolumnar o subglobular y el tipo de raiz tuberosa o fibrosa se presenta con mayor
frecuencia. Este resultado se puede explicar debido a los cambios climaticos que se
presentaron en durante el Ultimo Maximo Glacial (LGM) que es el mas reciente de una
serie de mas de 20 periodos interglaciares que caracterizan el Cuaternario y cuyo rol
ha promovido la especiacion y cambios en la distribucién de las diferentes especies
(Silva et al., 2018). En estos periodos las especies han sufrido expansiones y
contracciones, se han formado refugios de vegetacion que luego se expanden en los
periodos interglaciares y de esto contribuye a los patrones de diversificacion que vemos
en la actualidad (Ramirez-Barahona & Eguiarte, 2012).

Por otro lado, tenemos las diferencias en precipitaciones presentes en el region
Central-Sur de los Andes, que junto a su compleja geografia nos ayudan a explicar
porque se presentan diferencias de precipitacion en una misma region (Orellana et al.,
2023) y como consecuencia las diferencias que observamos dentro del género
Eriosyce.
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Cuando analizamos los resultados de la evolucion morfolégica, las variables
continuas de altura y el volumen de los cactus, observamos que estas no presentan
ningun cambio significativo a lo largo de las ramas, pero si un leve aumento de las tasas
en el tiempo, por lo tanto, la evolucion de este género se ve influenciada mas por las
variables ambientales (temperatura y precipitacién) que las morfolégicas (altura y
volumen de cactus).

Por otro lado, con los resultados de las regresiones filogenéticas se observa que la
temperatura tiene una clara incidencia en la altura y volumen de los cactus, mientras
gue la precipitaciéon en la forma de raiz y tallo, y esto nos lleva a aceptar parcialmente
la hipotesis ya que la raiz fibrosa y el tallo SG son mayores a mayor precipitacion,
mientras que para la temperatura ningun tipo de raiz o tallo mostré valor significativo.

Las principales conclusiones de este trabajo son: i) que las variables climaticas o
nicho climatico (precipitacion y temperatura) tienen impacto sobre rasgos morfolégicos
de los cactus del género Eriosyce, pero no actuando juntas y no sobre el mismo rasgo
y ii) que la evolucion de género se ve influenciada por la temperatura y la precipitacion.

Por ultimo, el principal aporte de este estudio es el andlisis de aproximaciones de
regresiones filogenéticas (PGLS) que consideren los diferentes modelos de evolucion
cuando la variable respuesta es de tipo discreta, como el tipo de raiz y tallo versus

variables continuas como la temperatura y precipitacion.
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CAPITULO IV: DISCUSION GENERAL

En esta tesis se analiz6 la relacion ancestro descendiente dentro del género Eriosyce
s. l. completandose la filogenia del género para estudiar los mecanismos que dan origen
a los patrones de divergencia que observamos hoy y la contribucion de las variables
climaticas, precipitacion y temperatura, como posibles impulsores de diversificacion las
Cactaceas que van desde el Desierto de Atacama a Chile mediterraneo. Los resultados
reflejan que: i) el género Eriosyce es mucho mas diverso de lo que hasta hoy se
estimaba, ii) que se presenta convergencia morfolégica en algunas de las especies y
iil) que la temperatura y la precipitacion tienen una incidencia en la evolucion del género

y en los caracteres morfolégicos analizados.

IV.1 Delimitacién de especies

La existencia de complejos de especies apenas distinguibles es un fenomeno bien
conocido en varios grupos de angiospermas (Henriquez et al., 2014; Grant, 1981), pero
en Cactaceas este fendmeno apenas empieza a comprenderse tras las importantes
revisiones de la familia que han agrupado gran parte de su diversidad (Hunt et al.,
2006).

Una delimitacion precisa de las especies es de gran importancia para establecer
hipétesis precisas sobre el modo y el ritmo del origen evolutivo de las especies. En E.
curvispina pueden delinearse dos hipétesis contrapuestas, un origen Unico con
posterior di-vergencia de taxones intraespecificos, o0 eventos de especiacion
independientes en los que se revelaria una mayor diversidad a nivel de especie.

Entre los resultados mas importantes estan i) que la "E. curvispina" local ha
experimentado una reduccion de su habitat, lo que ha aumentado las posibilidades de
endogamia y la reduccion de la diversidad genética. ii) por otro lado, la reconstruccion
filogenética con marcadores de ADNcp y ADNnucleares recupero fuertes relaciones de
los taxones dentro de Eriosyce, y muestra que el complejo Eriosyce curvispina es un

grupo polifilético que agrupa al menos cuatro linajes evolutivos.
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Estos resultados mejoran nuestra comprension sobre el origen de un rico grupo
endémico de cactaceas, para dimensionar mas claramente su biodiversidad, y sugieren
que una fraccion de la flora del punto caliente de biodiversidad de Chile central

mediterraneo puede ser criptica.

IV.2 Evolucion de rasgos climéticos y morfoldgicos.

Las zonas aridas se caracterizan por niveles extremos de bajas precipitaciones, baja
humedad relativa y altas temperaturas. Estas condiciones generan limitaciones severas
al crecimiento y probabilidad de sobrevivencia de plantas. Ante estas fuertes presiones
selectivas, las plantas han evolucionado hacia una serie de estrategias que les permiten
responder a la poca disponibilidad de agua.

Las variaciones suculentas presentan una clara relacibn entre sus rasgos
morfolégicos y condiciones climaticas (Edwards, 2019; Aliscioni et al., 2021). Sin
embargo, estudios que integren mecanismos evolutivos para explicar el origen de la
diversidad morfolégica de plantas en zonas aridas siguen siendo escasos pero muy
necesarios para comprender como estas plantas se han adaptado a zonas
consideradas historicamente dificiles para cualquier ser vivo. Planteamos la hipétesis
que la altura, el volumen, la forma de la raiz y la forma del tallo de los cactus se
originaron como una respuesta adaptativa integrada frente a las presiones selectivas
ejercidas tanto por la temperatura como la precipitacion.

Los resultados de las regresiones filogenéticas (PGLS) nos permiten concluir que la
temperatura tiene una clara incidencia en la altura y volumen de los cactus, mientras
que la precipitacion en la forma de raiz y tallo, por lo que podemos aceptar parcialmente
la hipdtesis ya que la raiz fibrosa y el tallo subglobular son mayores a mayor
precipitacion. Mientras que para la temperatura ningun tipo de raiz o tallo mostro valor
significativo.

La principal conclusién es que las variables climaticas (precipitacion y temperatura)
tienen impacto sobre rasgos morfolégicos de los cactus del género Eriosyce, pero no
actuando en sinergia. Este resultado nos muestra que estas variables tienen un efecto

sobre la evolucién del género.
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A pesar de la amplia distribucion e importancia de las zonas aridas y semiaridas, los
estudios filogenéticos y de genética de poblaciones son todavia escasos,
especialmente los que abordan los mecanismos que posibilitaron la diversidad genética
gue observamos en la actualidad (Toro-Nufiez, et al., 2020; Silva et al., 2018; Arakaki
et al.,, 2011). La combinacion de factores geograficos (topografia y variaciones
climaticas) sumada a la variacion de los gremios de polinizacién y, en épocas mas
recientes, a las actividades agricolas, pueden ser factores importantes que estructuren
la diversidad genética actual de las cactaceas, que es mayor de lo que lo que esta
reportada.

Esta informacién es fundamental para evaluar con precision el riesgo de extincion y
disefiar acciones de conservacion eficientes, evitando pasar por alto especies
altamente amenazadas en un paisaje cada vez mas presionado por las actividades
humanas.

Nuestro estudio aporta informacion que es vital y novedosa para entender la

evolucion de las cactaceas presentes en Chile.
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Material Suplementario

b ; E. litoralis PG606
prol 0,51 foralis PG1139
1 g E. chilensis var. albidiflora PG1583

E. litoralis PG607

089l E. chilensis var. albidiflora PG1115

: E. chilensis PG1570
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Figura S1: Filogenia de Eriosyce s.l. con 117 individuos inferida con MrBayes con 30 millones de
iteraciones y valores a posteriori en los nodos.
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Figura S2: : Filogenia de Eriosyce s.l. con 117 individuos inferida con raxmIGUI con 30 millones de
iteraciones y valores de bootstrap en los nodos.

67



£ febrih
E nepna
L 5 e oty st
£ dmipopa
£ dpok
— E i
f E cwvepin
_ F dmmam
- E :
T i E
L E
E marsenna
P F mastiee v lesooupas
E aurata
——
7 i = F mlnenss
i " £ e

Figura S3: Filogenia de Eriosyce s.l. con 86 taxa inferida con Beast2 con 50 million de iteraciones y
valores de edad en los nodos.
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Figura S4: Gréficos de Evanno correpondientes al analisis de microsatélites con STRUCTURE
para 150 individuos del complejo Eriosyce curvispina con 12 microsatélites.
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Figura S5: Gréfico de barras correpondientes al analisis de microsatélites con STRUCTURE para 150
individuos del complejo Eriosyce curvispina con 12 microsatélites donde K = 6 es valor que mejor
representa el nimero de poblaciones.

Tabla S1: Imprimadores (primers) disefiados para el andlisis de microsatétiles con multiplex
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Nombre Motivo Secuencia Primer Izquierdo (57) Secuencia Primer Derecho (3") Ta (°C)
PS5 CG AACTAGGGAGTAGGAGTGTGTCAT TGGGCTGCTAAAGGAAGAGA 61
PS9 GT AAATCCCAAATCTGCGCAAC ACGCCTGCTAAATTCTAGGGT 58
PC2 AG TGTCGATTGGGCAAACATT GCACTATGATCAGGTAACTGCC 58

PC11 TG CAGCACAGTTAAGACTCAGGTCA TAGACGGTCAAAGTGCTGCT 61
PM10 TC GACTAGTTGGAGTCCGAAGCC CCAGAAGTAGAGGAACCTACCC 61
PA12 TGC GTGGGCCCTACAGGATGAT CGGTAACTGATTCGGAGCAA 58
PM8 GT CCTAATGCAATGTCGCTCCT CACATGTGGTCCCACACAAT 58
PC10 TC GTTGTTCTGGGTACGGTTGG TTTGTTATGGCCGCTTGTTT 58
PM6 CT ATGTCATGCACAATGCAGGT AGTAATGGGCTGTCGATTGG 61
PC7 GA TCATTGTGGAACAATAGAGGGA CTTCTGCCAGACCCATTGAT 58
PM7 GA CAACCGTGAATAATGGAGAGA ATGAGCCCAGCCTACCCT 58
PAG6 GA CATGCATAGTGCCATGAAGC TGCATTCAAGCACAACTTCC 58

Ta = Temperatura de hibridacion (annealing temperature)
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