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Resumen

La biodiversidad a nivel mundial esta siendo afectada por diversas causas, no estando
exentas de este riesgo las cactaceas. El género Copiapoa es endémico de Chile, donde se
incluyen 32 cactaceas. Se ha demostrado que Copiapoa presentan diversos factores que
ponen en riesgo sSu conservacién por lo que se proponen especies prioritarias de
conservacion de este género a través de la obtencién de la filogenia actualizada y la
estimacién de su diversidad filogenética. Por lo anterior, se analizaron secuencias
disponibles en bases de datos de las especies disponibles, a las que se le sumo secuencias
nuevas para los marcadores rpl32-trnL y ycfl en las especies para las cuales no se
encontraban disponibles. Se caracteriz6 la filogenia de Copiapoa a través de la
secuenciacion de ADN y se estimaron valores de diversidad filogenética de Faith (1992) y
distintividad evolutiva para determinar las especies prioritarias de conservacion. Se sustent6
la hipotesis dando como resultado 9 cactaceas como prioritarias a ser conservadas, de
manera que se sugieren otros factores a analizar como la ubicacion geogréfica a fin de

plantear un plan de conservacion eficiente y efectivo.
Palabras clave: cactaceas, Copiapoa, conservacion, filogenia, diversidad filogenética.

Abstract

The biodiversity at a global level is being affected by various causes, and cacti are not
exempt from this risk. The genus Copiapoa is endemic to Chile, which includes 32 species
of cacti. It has been demonstrated that Copiapoa species exhibit various factors that put their
conservation at risk. Therefore, prioritized conservation species of this genus are proposed
through the acquisition of an updated phylogeny and the estimation of their phylogenetic
diversity. To achieve this, existing DNA sequences of the species were analyzed, and new
sequences were added for the rpl32-trnL and ycfl markers. The phylogeny of Copiapoa was
characterized through DNA sequencing, and values of Faith's phylogenetic diversity and
evolutionary distinctiveness were estimated to determine the prioritized conservation
species. The hypothesis was supported, resulting in 9 cacti identified as prioritized for
conservation. It is suggested that other factors, such as geographic location, be considered

for analysis in order to propose an efficient and effective conservation plan.

Keywords: cacti, Copiapoa, conservation, phylogeny, phylogenetic diversity.



indice
RESUIMEBIN ..o e e et e e et e et et e et et e et ea e e et e e et e eet e eenaaaee 4
e [oTo o TN (1o TV L= TR 7
13To [TeT=Xo [N £=1 o] E= T 8
R |2 o Yo LU [ o] oY o PP 9
R Y o o T =T o o] o PP 11
2.1 Crisis en la conservacion de las CaCtACEAS ............uuuuuuueuuuiiiiiiii e 11
2.2 Diversidad filogenética, distintividad evolutiva y su implicancia en conservacion .....13
2.3 Caracterizacion del genero COPIAPOEA .......uuuuuuuuuiiiiiii e 14
. HIipOtESIS A€ rab@jO .....coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 17
LY O | o =] 1 17 1SR 17
o @ o] 11 11V T o [T o =1 = | SRR 17
4.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS .uvuuiiiii it e ettt e e e e e e e et e e e e e eaeeeaennes 17
V. 1Y/ 1=1 o Yo [o] [ Yo | - R 18
5.1 ReVisiON SECUENCIAS COPIAPOE@ .....eevvrrurrieieeeeeeeeeiitiaae s e e e e e e eesattiaa e e e e e aeeeasaana e aaaeaees 18
5.2 MEt0dOS MOIECUIAIES ... 19
5.3 Inferencia filogeNELICA ..........coii i 20
5.4 Calculo de diversidad filogenética y distintividad evolutiva ...............ccccoeevvvviieneee. 21
VI RESUIAAOS oo 23
6.1 ReVvisiOn SeCUeNnCias COPIAPOA .......ccevuuuuiiiiieeeeeeeeeiia e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaes 23
6.3 Establecimiento de prioridades en CoNServacion ............cccccevvvviiiiieeeeeeeeeiee e, 26

VL D S CUSION e e e 30



VI CONCIUSIONES e

Bl OGIafia. . e

Anexos



indice de figuras

Figura 1 Filogenia COpPIapO@a Q4 ..........ouuueiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24
Figura 2 Filogenia CopiapO@a 40. ..........uueiiiimiiieiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 25
Figura 3 Heatmap de distancias filogen@tiCas .............oocuvuiiiiiiiiiiiiiie e 26
Figura 4 Distintividad evolutiva de las especies de Copiap0a ............ceveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenne. 27

Figura 5 Diversidad filogenética de COpPIap0a ........ccoviiruuiiiiiiiieeeee i 28



indice de tablas

Tabla 1 Mayor indice de diversidad filogenética (PD) en las cactaceas de Copiapoa.......
Tabla 2 Combinacion tres criterios de evaluacion (Distintividad Evolutiva, Diversidad

Filogenética y Peligro CritiCO).......uuuuiiiiieaiiiiiiii e



Introduccién

Actualmente la principal causal de pérdida de biodiversidad es debido a procesos como la
modificacion de habitat, cambio climético y pérdida de habitat (Barnosky et al. 2011). El 31%
de las cactaceas estan en riesgo de extincién donde procesos como agricultura, acuicultura
y el uso de recursos bioldgicos para desarrollo humano incrementan la amenaza (Goettsch
et al. 2015).

El 94% de todas las cactaceas en el mundo podrian conservarse con solo 10 paises, al
agrupar en base a los patrones de diversidad esos paises, Chile perteneceria a uno de los
tres grupos importantes para la conservacion de los cactus en el mundo siendo parte del
mismo grupo junto a Meéxico, Argentina, Peru, Bolivia y Costa Rica (Ortega-Baes and
Godinez-Alvarez 2006).

El Desierto de Atacama alberga una vegetacion con gran cantidad de especies endémicas
y amenazas (GOomez-Silva and Batista-Garcia 2022), por lo que es una region de
importancia continental para la conservacion de la biota (Pizarro-Araya et al. 2023). La
vegetacion atacamenfa es esencial para el paisaje por su belleza natural, pero también lo es
para investigacion bioquimica y para aplicaciones biotecnoldgicas (Gomez-Silva and
Batista-Garcia 2022).

Copiapoa (Cactaceae) es un género endémico del hotspot de biodiversidad de Chile Central,
donde se ha demostrado que dos tercios de las especies necesitan recircunscripcion y
reevaluacion de sus estados de conservacion (Larridon et al. 2015). Este género incluye
alrededor de 30 especies endémicas del Desierto de Atacama (Duarte et al. 2014; Larridon
et al. 2015), donde presentan diversos factores, como la recoleccién ilegal de especies

(Nuwer 2021) que ponen en riesgo la conservacion de estas.

El establecimiento de prioridades de conservacion basado en la diversidad filogenética no
se ha implementado con frecuencia (Isaac et al. 2007). Sin embargo, se establece que
maximizar la diversidad filogenética es un componente clave en el establecimiento de
prioridades de conservacion (Vane-Wright et al. 1991). Por lo anterior, se pretende proponer
especies dentro del género Copiapoa como prioritarias para su conservacion a través de la

obtencién de su filogenia y estimacién de su diversidad filogenética segun los criterios de
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Faith (1992). La estimacion de la diversidad filogenética contribuye a la proteccion de la
diversidad biolégica cuando se tienen recursos limitados, de manera que se asignen
prioridades que refleje el valor de la diversidad taxon6mica protegiendo aquellos taxones

gue tengan la mayor diversidad filogenética basada en la informacion cladistica (Faith 1992).

Para alcanzar el objetivo, se analizaron secuencias de un trabajo previo de Larridon et al.
(2015) para completar las secuencias con los marcadores rpl32-trnL y ycfl teniendo en
consideracion la lista actualizada de taxones de Walter and Guerrero (2022) para el género
Copiapoa. Se espera establecer las prioridades de conservacion basada en los resultados
de diversidad filogenética de Faith (1992), siendo prioritarios aquellas especies con un

indice de diversidad filogenética lo mas cercano a 1.
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. Marco Teédrico

2.1 Crisis en la conservacion de las cactaceas

El Desierto de Atacama es un desierto hiperarido no polar costero de casi 1000 km ubicado
en América del Sur (Bull et al. 2016) y es también considerado el mas antiguo y seco de la
Tierra (Sun et al. 2018). Este desierto al igual que el centro mediterraneo de Chile
constituyen zonas aridas que han permitido diversificar linajes adaptados a esas
condiciones (Guerrero et al. 2013; Jara-Arancio et al. 2014), albergando gran diversidad de

cactaceas donde la mayoria son endémicas (Guerrero et al. 2011; Duarte et al. 2014).

En estas zonas hay altos niveles de endemismo y tasas de modificacion del paisaje y, es
por estas razones, que son consideradas como un punto critico de biodiversidad global para
la conservacion (Myers et al. 2000) ya que contempla muchos tipos de vegetacion a lo largo
de todo su gradiente de aridez (Arroyo et al. 2008), abarcando taxones unicos, vulnerables
y geograficamente restringidos (Scherson et al. 2020). Debido a que so6lo un 1,82% de los
hotspot son zonas aridas (Olson et al. 2001), se suele dejar a los desiertos sin prioridad de
conservacion de biodiversidad tanto a nivel nacional como internacional (Scherson et al.
2020) a pesar de que la vegetacion adaptada a esas condiciones aridas se le considera
relevante por su potencial evolutivo, ecologico y econdmico frente al cambio global (Ward
2016).

A pesar de que el conocimiento de la biodiversidad en esta zona de Chile se ha
incrementado, adn existen brechas en grupos no carismaticos y plantas no lefiosas como
las cactaceas (Ortega-Baes et al. 2010; Gurvich et al. 2014). Hasta el afio 2020 se estimaba
gue la ciencia conocia un aproximado de 345.777 plantas vasculares, de las cuéales se
estima que el porcentaje de especies amenazadas oscila entre un 22% hasta un 37%
(Bachman et al. 2017). Dentro de este porcentaje que incluye angiospermas, se encuentra
la familia Cactaceae. La familia Cactaceae, es altamente diversificada con especies
xerdfitas que suelen habitar en ambientes aridos y semiaridos del continente americano

debido a que es su centro de origen y diversificacion (Hernandez-Hernandez et al. 2014).
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Esta casi confinada a la regién Neotropical (Zappi and Taylor 2004), donde paises como
México, Argentina, Perd, Brasil, Bolivia, Estados Unidos, Chile, Cuba, Costa Rica y
Paraguay concentran alrededor del 94% de todas las especies de cactaceas en América

(Ortega-Baes and Godinez-Alvarez 2006).

Aproximadamente el 31% de las cactaceas a nivel mundial estan amenazadas (Goettsch et
al. 2015). Tanto es su nivel de amenaza, que el 6,7% de las especies dentro de este grupo
estan calificadas en peligro critico, un 12% en peligro y un 9,4% calificadas como
vulnerables (Schussler et al. 2010). A pesar de esto, se han evaluado las amenazas para
grandes grupos de animales a diferencia de las plantas (Schussler et al. 2010), puesto que
estas Ultimas en relacién con los animales son especies menos carismaticas y por tanto se
dificulta la obtencién de fondos para estos estudios. Sin embargo, dentro de las plantas
existen grupos taxondémicos mas carismaticos que otros donde se destaca el interés por las
Cactaceae con relacion a otros grupos (Moreira-Mufioz 2011). A pesar de que las cactaceas
son consideradas un grupo carismatico, las especies pertenecientes a esta familia
presentan problemas en su conservacion al ser objeto de recoleccion ilegal e

inevitablemente esto conduce a la disminucion de las especies (IUCN Red List | IUCN 2015).

En un estudio realizado por Pérez-Quezada y Rodrigo (2018), se realizé una evaluacion de
especies animales y vegetales en Chile segun el Reglamento para la Clasificacion de
Especies Silvestres segun Estado de Conservacion (RCE). En esta evaluacion se
encontraron que 109 especies de plantas suculentas, 100 de ellas pertenecen a la familia
Cactaceae donde 84% de ellas estan clasificadas como amenazadas y una de ella extinta

a nivel nacional.

Dado el porcentaje de cactaceas amenazadas a nivel nacional, surge la necesidad de
conservarlas debido a que son especies clave de biomas aridos y semiaridos de América
debido que brindan refugio y recursos para los ecosistemas (Guerrero et al. 2019) y, en
algunos casos, juegan papeles ecologicos fundamentales ya que al tener la capacidad de
almacenar agua proporcionan esa fuente de humedad para muchas especies (Delgado-
Fernandez et al. 2017).

Esta necesidad de conservar especies surge debido a que gran parte de la diversidad

biologica del planeta se esta extinguiendo como consecuencia directa o indirecta de las
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acciones humanas (Frankham 2010), de manera que organizaciones como la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza IUCN reconoce la necesidad de
conservar la biodiversidad en tres niveles: diversidad de ecosistemas, diversidad de

especies y diversidad genética (Frankham 2010).

La genética de la conservacion es la aplicacion de la genética para comprender y reducir el
riesgo de extincién de poblaciones y especies, permite comprender factores como el peligro
de extincion, realizar un manejo genético para minimizar riesgos, priorizar especies y/o
ecosistema para conservacion, y posibilita el uso de marcadores genéticos para ayudar a
resolver incertidumbres taxondmicas en especies amenazadas, etc. (Frankham 2019). En
conservacion, el estado de especies amenazadas estda muchas veces presente en la
legislacion, gobiernos y agencias internacionales, donde las evaluaciones y planes se basan
a menudo en el recuento de especies (Isaac et al. 2004). Sin embargo, la incertidumbre
entre las especies es un desafio complicando algunos estudios de biodiversidad (Hey et al.
2003). Por lo que, se proponen estrategias de conservacion en base a estudios ecoldgicos
y genéticos que permitan enfrentar la crisis global de pérdida de biodiversidad (Médail and
Baumel 2018). Estos estudios genéticos son de vital importancia para especies vegetales

amenazadas y especialmente endémicas (Pimm and Joppa 2015).

2.2 Diversidad filogenética, distintividad evolutiva y su implicancia en conservacion

Ha habido incrementos significativos en estudios moleculares y geograficos como
herramientas para evaluar la biodiversidad a través de la riqueza de taxones, endemismo,
identificacion de areas de conservacion, entre otros (Van Jaarsveld et al. 1998). Esto se
lleva a cabo utilizando diferentes indices evolutivos o basados en filogenias (Scherson et al.
2020). Un indice filogenético utilizado es la diversidad filogenética (PD) de Faith (1992), que
permite medir la historia evolutiva de una unidad de biodiversidad en un arbol filogenético,
de manera que un valor de PD mas alto representa un conjunto de taxones que presenten
ramas mas largas o la dispersion dentro de la filogenia (Scherson et al. 2020). Se ha utilizado
este método para asignar prioridades de conservacion (Scherson et al. 2020) al igual que la

distintividad evolutiva o filogenética que se centra en la posicién y caracteristicas Unicas y
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particulares de ciertas ramas en relacion con el resto de las especies del arbol filogenético
(Tucker et al. 2012), de manera que incorporando este indice podria mejorar las acciones

de conservacion (Morrison et al. 2009).

En cactaceas, se han construido filogenias con el fin de esclarecer y delimitar géneros
cuando la historia taxondmica de estos ha sido confusa (Cruz et al. 2016), también se ha
construido la filogenia de una tribu cuando los limites entre géneros o el nimero de especies
dentro de cada género y sus relaciones entre si han sido motivo de debate (Vazquez-
Sanchez et al. 2013), se ha investigado la filogenia cuando tanto la evolucién como la
diversidad de un género no se ha estudiado mediante un enfoque molecular (Larridon et al.
2015). Guerrero et al. (2019) intentaron reducir la incertidumbre taxonémica de Eriosyce
basada en la filogenia, similar a lo reportado por Breslin et al. (2021) donde se reconstruyo
la filogenia molecular de un clado Mammilloid, y similar a lo realizado por Franco-Estrada et

al. (2021) corroborar la monofilia de Peniocereus y sus relaciones dentro del género.

Se requiere tener filogenias debido a que se ha utilizado como herramienta en diferentes
areas como la sistematica y taxonomia, cuyo fin es la aplicacion de esta en la determinacion
del valor filogenético para establecer prioridades de conservacion, definir areas de habitat
criticas, clarificar estados taxonémicos, y también para comprender procesos genéticos a
nivel de especie, entre otros (Vane-Wright et al. 1991; Faith 1992; Byrne 2003). Por lo
anterior, el uso de la diversidad filogenética (PD) en conjunto con otros enfoques basados
en especies representa un avance en la evaluacion de especies 0 areas geograficas a
conservar (Veron et al. 2017). Otro enfoque es la evaluacién de riesgo de extincion de
especies de plantas segun criterios como los de la IUCN a modo de priorizacion de especies
(Pressey et al. 2013).

2.3 Caracterizacion del género Copiapoa

Copiapoa Britton & Rose es un género de cactaceas endémicas del Desierto de Atacama
gue cuenta con 32 especiesy 7 subespecies (Larridon et al. 2015). El género Copiapoa esta
restringido a una franja latitudinal en Chile entre Tocopilla (22°S) y las lomas costeras al
norte del Valle del Choapa (31°20°S) desde el nivel del mar hasta los 1300 m de altitud. Se
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distribuye en la zona costera del Desierto de Atacama en la parte norte de uno de los hotspot
de biodiversidad conocido como los Bosques Valdivianos de Lluvia Invernal de Chile (Arroyo
et al. 2005). La mayoria de las especies de Copiapoa son endémicas de esa zona y algunas
especies dentro del género tienen un rango de distribucién extremadamente limitado
(Larridon et al. 2015), donde las zonas con mayor diversidad de Copiapoa se encuentran
en la Quebrada Botija, Quebrada Tigrillos, Parque Nacional Pan de Azlcar, Paposo, entre
otras (Larridon et al. 2015).

Se ha descrito el género en términos generales donde sus especies presentan tallos
simples, globulares a cilindricos, y en especies como C. esmeraldana y C. hypogaea como
parcialmente gedfitas. El tamafio oscila entre 2 cm en especies de cuerpo solitario y de
hasta 2 m de diametro en las que forman monticulos, y su color varia en cada especie. Las
raices son fibrosas o pivotantes extendidas y una particularidad del género es la lanosidad
suave presente en el apice de la planta. Las espinas varian en numero (desde ninguna a
muchas), color y forma, y las espinas centrales suelen estar mas desarrolladas que las
espinas marginales (Hoffmann and Walter 2004). Presentan flores apicales escondidas
entre la lanosidad que pueden ser amarillas con segmentos rojizos (salvo en C. taltalensis
cuya flor es roja), pueden ser campanuladas a embudiliformes con tubo floral corto y ancho.
Presentan ovario corto, turbinado y desnudo, sus frutos son pequefios y suaves y, sus

semillas son negras, brillantes y son dispersadas por hormigas (Hoffmann and Walter 2004).

Britton & Rose (1922) describieron el género definiéndolo con cuerpo globoso, espinoso y
de flores amarillas. Inicialmente estaba formado por so6lo 6 especies, entre 1930 y 1980,
Backeberg (1966) y Ritter (1980) principalmente describieron 46 nuevas especies (Larridon
et al. 2015). Hasta el trabajo de Larridon et al. (2015) las nuevas propuestas y delimitaciones

de especies publicadas, se basaron principalmente en afinidades morfoldgicas.

Ritter (1980) es el primero en proponer una clasificacién infra-genérica sugiriendo dos
subgéneros de Copiapoa: Pilocopiapoa y Copiapoa. Doweld (2022) propuso tres
subgéneros: Pilo-copiapoa, Echinopoa y Copiapoa. Ambas clasificaciones basadas en
caracteres morfologicos y anatomicos de las semillas (Larridon et al. 2015). Autores como
Barthlott and Hunt (1993), Anderson (2001) y Hunt et al. (2016), han propuesto la inclusion
del género Copiapoa en la tribu Notocacteae. Esto fue contradicho por filogenias

moleculares que indican a dicho género como una rama aislada dentro de la familia (Neyffer
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2022; Arakaki et al. 2011; Barcenas et al. 2011; Hernandez-Hernandez et al. 2011). Ademas,
Neyffeler and Eggli (2010), lo han considerado un género “huérfano” debido a que su
ubicacion tribal y filogenética es incierta dentro Cactoideae. Se considera este género como
monofilético con una variacibn genética muy baja en marcadores cloroplastidales y

nucleares (Larridon et al. 2015).

La incertidumbre taxondmica que ha presentado el género Copiapoa, tiene implicaciones en
la conservacién del grupo ya que el género se ve en gran medida amenazado por diversos
factores como la ampliacion de caminos costeros, la indiscriminada recoleccién de
individuos, la desertificaciéon y erosion, entre otras causas (Larridon et al. 2014). A raiz de
la histérica ambigliedad taxonomica, las relaciones filogenéticas poco claras con otros
géneros, y reevaluacion del estado de conservacion de cada una de las especies
pertenecientes al género, se hace precisa una mejor comprension de su filogenia

actualizada para luego proponer prioridades de conservacion.
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1. Hipo6tesis de trabajo

El género Copiapoa se ve amenazado por una gran antropizacion de su habitat y por el
trafico ilegal, lo que ha llevado a que las especies del género se encuentren gravemente
amenazadas de extincion. Esto junto a la alta riqueza de especies genera la necesidad de
priorizar especies para su conservacion. El uso de informacion evolutiva permite generar
una valorizacion de las especies en cuanto a su diversidad e historia evolutiva Unica. Si bien
el género Copiapoa posee baja diversidad filogenética, la inferencia filogenética basada en
dos marcadores (marcadores rpl32-trnL y ycfl) para la obtencion de una filogenia molecular

permitird establecer un ranking de prioridades de conservacion.

V. Objetivos

4.1 Obijetivo general

Generar un ranking de priorizacion de especies de Copiapoa basado en la estimacion de la
diversidad filogenética y distintividad evolutiva del género endémico a través de la obtencion

de la filogenia molecular.

4.2 Obijetivos especificos

- Inferir la filogenia completa del género Copiapoa mediante el andlisis bayesiano de
secuencias disponibles en Genebank para los marcadores rpl32-trnL y ycfl junto con la

generacion de secuencias propias.

- Estimar indices de diversidad filogenética y distintividad evolutiva de las especies del

género Copiapoa.

- Generar ranking de especies prioritarias de conservacion a través del andlisis filogenético

en el género Copiapoa.
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V. Metodologia

5.1 Revision secuencias Copiapoa

Se revisaron las secuencias de los marcadores rpl32-trnL y ycfl reportados por Larridon et
al. (2015), que incluy6 109 individuos: 16 corresponden al grupo externo (de los géneros
Blossfeldia, Calymmanthium, Eriosyce, Eulychnia, Parodia, Pereskia y Rhipsalis) y los 93
restantes a Copiapoa. Para efectos de este trabajo, se seleccionaron las especies que
estuvieran completas para los dos marcadores seleccionados desde la base de datos de
GeneBank y se omitieron aquellas que no lo estuvieran de manera que se pudiera enviar a

secuenciar las especies que no estuvieran completas de algun marcador.

Se elabord una matriz de datos en base a los numeros de accesion de GeneBank para los
marcadores rpl32-trnL y ycfl de todas las especies del género adicionando las secuencias
nuevas generadas en esta memoria de titulo (ver Anexo 1y 2). El listado se especies que
se usaron fue en base a la propuesta taxondémica del catalogo actualizado de Walter and
Guerrero (2022).

Se realizaron dos analisis; uno con todas las secuencias disponibles para ambos
marcadores (ver Anexo 1) completando un total de 94 muestras (7 muestras de especies
Copiapoa generadas en este estudio, 84 desde GeneBank de Copiapoa y 3 especies
conformando el outgroup) para inferir la flogenia completa y actualizada de Copiapoa vy,
ademas, se realizO otro analisis con 40 muestras (7 muestras de especies Copiapoa
generadas en este estudio, 30 desde GeneBank de Copiapoa y 3 especies conformando el
outgroup) para utilizarlo en los analisis de diversidad filogenética y distintividad evolutiva

(ver Anexo 2).
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5.2 Métodos moleculares

Para las especies de Copiapoa cuyas secuencias faltantes establecidas en la seccién
anterior de la metodologia, fueron recolectadas y secuenciadas para completar la matriz
genética para ambos marcadores usados. El material vegetal fue obtenido a partir de
muestras del Laboratorio BIOMAS (Biogeografia, Macroevolucion y Sistematica) del
cactario de Hualpén ubicado en la Estacion Biolégica de la Universidad de Concepcion junto
a muestras previamente colectadas en terrenos y almacenadas en el Laboratorio de
Sisteméatica Molecular Vegetal de la Universidad de Concepcion a -80°C. Se realizé una
desinfeccion previa de raiz y/o tallo de los cactus con etanol al 70% y dos lavados
consecutivos con agua destilada antes de seguir con el protocolo de extraccion
normalmente utilizado en el laboratorio. Luego de la desinfeccion y extraccion de ADN, se
cuantifico la cantidad de ADN de cada extraccion en espectrofotometro de microvolimenes
UV-Vis Thermo Scientific™ NanoDrop™ One y luego se verifico la calidad del ADN

mediante electroforesis en gel de agarosa.

Se selecciond un intron no codificante rpl32-trnL y un gen ycfl por el uso de estos
marcadores en estudios anteriores en cactaceas y en una amplia gama de otras familias de
plantas (Larridon et al. 2015). La amplificacion y secuenciacion se realizo usando los pares
de cebadores: rpl32F y trnL (Shaw et al. 2007) y, Ycfl-4182F y Ycf1-5248R (Franck et al.
2012). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador de 96 pocillos Veriti™
de Applied Biosystems™ luego de estandarizar un protocolo de PCR obtenido a partir de
diversas pruebas y gradientes. Luego, los productos de PCR fueron enviados a AUSTRAL-
omics para secuenciacion SANGER de las muestras cuyo proceso incluy6 un servicio previo

de purificacion.

Tras el envio de las secuencias, se realizé una edicion de consensos entre forward y reverse
de cada especie por cada marcador usando Geneious Prime® 2023.1.1, para esto se utilizé
la funcion pairwise align y se selecciond la opcion genious alignment. Luego, se cortaron los
extremos automaticamente con la funcion trim ends y se editaron manualmente los
consensos. Las secuencias consenso a su vez se subieron a la plataforma Banklt del

National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Se exportaron los consensos en formato fasta desde Geneious Prime® 2023.1.1 para luego
realizar un alineamiento multiple de las secuencias consenso obtenidas previamente junto
a las secuencias de Larridon et al. (2015) en la plataforma online MAFFT v.7 (Katoh et al.
2018; Kuraku et al. 2013).

En MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v.10.1.7 (Kumar et al. 2018), se
realizO nuevamente un alineamiento con la funcibn de Muscle y se exportaron los
alineamientos en formato fasta. Ademas, se realiz6 un test para ver el mejor modelo de
sustitucion nucleotidica en cada marcador. Finalmente, en BioEdit Sequence Alignment

v.7.2.5 (Hall 1999) se editaron los alineamientos multiples de cada marcador.

Luego, se realizé una concatenacion de los alineamientos multiples de ambos marcadores
usando el software Concatenator (Vences et al. 2021) para luego exportar la concatenacion

en formato nexus y finalmente realizar el analisis bayesiano.

5.3 Inferencia filogenética

El andlisis bayesiano se realizé en MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al. 2012) definiendo como
outgroup b_liliputana para enraizar el arbol filogenético. Se especificé el inicio y termino de
cada marcador (rpl32=1-1336; ycfl= 1337-2366), se especificaron las particiones para cada
marcador aplicando el mejor modelo de sustitucidén nucleotidica (GTR: nst = 6), se fijaron
los parametros del andlisis Markov Chain Monte Carlo (MCMC) (mcmc ngen=20000000
printfreq=1000 samplefreq=1000 nchains=4 tem=0.2 savebrlens=yes checkfreq=5000
diagnfreq=1000 stopval=0.01 stoprule=yes) y se configuro la construccién del consenso del
arbol filogenético a partir de las cadenas MCMC (sumt relburnin=yes burninfrac=0.25
contype=allcompat). Finalmente, se editd el arbol obtenido en FigTree v.1.4.4 (Rambaut
2007).

Lo anterior fue realizado para la obtencién de dos versiones de arboles filogenéticos; una
filogenia fue obtenida utilizando una secuencia consenso por cada cactacea junto a 1
secuencia consenso por cada especie outgroup (Eriosyce aurata, Blossfeldia liliputana y
Calymmanthium substerile) completando un total de 40 secuencias (Anexo 2), y otro arbol

filogenético obtenido con toda las secuencias disponibles para los marcadores provenientes
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desde GeneBank en conjunto a las secuencias obtenidas en este trabajo completando un

total de 94 secuencias (Anexo 1).

Se utilizo el software Rv.4.3.0 (R Core Team (2022) y Rstudio v.4.3.0 (RStudio Team. (2022)
donde se instalaron los paquetes “ape” (Paradis and Schliep 2019), “gplots” (Warnes et al.
2022), “ggplot2” (Wickham 2016) y “picante” (Kembel et al. 2010) para calcular y visualizar
una matriz de distancias filogenéticas y la distintividad evolutiva obtenida a partir de la
filogenia de Copiapoa con 37 secuencias excluyendo las 3 especies que conformaron el

grupo externo.

5.4 Calculo de diversidad filogenética y distintividad evolutiva

Para el establecimiento de prioridades de conservacion, se analizard la diversidad
filogenética de Faith (PD por sus siglas en inglés) debido a que es una métrica que
representa el numero relativo de nuevas caracteristicas que surgen a lo largo de la historia
evolutiva en virtud de que la suma de las longitudes de las ramas de la filogenia es una
medida que cuanta historia evolutiva se perderia si no se conservan ciertos taxones (Faith
1992).

Para esto, se utilizo el software R v.4.3.0 (R Core Team (2022) y Rstudio v.4.3.0 (RStudio
Team. (2022) donde se instalaron los paquetes “ape” (Paradis and Schliep 2019) y “picante”
(Kembel et al. 2010) en RStudio con la funcion install.packages() junto a dependencies = T
para instalar los paquetes asociados a los de interés. Especificamente el paquete “picante”
es el que permitira obtener la diversidad filogenética de Faith (1992) con tres criterios: (i) la
matriz de distancia, (ii) el arbol filogenético, y (iii) el arbol no enraizado con la funcién
(include.root = FALSE).

Se llamo al paquete “ape” (library(ape)) para luego colocar la ruta de archivo en el objeto
ruta_archivo para ubicar el arbol filogenético en formato nex.con.tre. Luego, se colocé en el
objeto arbol la funcion read.nexus(file = ruta_archivo). Se cre6 el objeto species para
seleccionar aquellas que se requirieron para el estudio y en este caso, para las 32 especies

de Copiapoa y sus subespecies (Ej: (c(“C_leonensis”, “C_serpentisulcata”, “C_australis”,

etc.). Luego, se cred el objeto arbol_copiapoa y con la funcién drop.tip se cred el arbol
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excluyendo las especies que conformaron el outgroup para considerar solo las cactaceas

de interés en el andlisis.

Luego, se cred el objeto matriz_distancia con la funcion cophenetic.phylo para el objeto
anterior arbol_copiapoa. Con la funcion print para el objeto matriz_distancia se obtuvo la
matriz (Anexo 3) que se necesita para obtener la diversidad filogenética de Faith (1992)

junto al arbol filogenético que ya se importé en RStudio.

Finalmente, se llamé al paquete “picante” (library(picante)) para obtener la diversidad
filogenética. Para esto, se cre6 el objeto PD donde al usar la funciéon pd del paquete, se
obtuvo la diversidad filogenética con los objetos creados matriz_distancia y
arbol_filogenetico de la siguiente manera: pd(matriz_distancia, arbol_copiapoa, include.root
= FALSE). Con los resultados del objeto PD se obtuvieron los valores de PD (Phylogenetic

Diversity) que se visualizan en el Anexo 4.

Para calcular la distintividad evolutiva, se cred el objeto evol _dist para usar la funcion
evol.distinct(arbol_copiapoa), se ajustaron los nombres de las especies del objeto evol_dist
con la funcion factor(evol_dist$Species, levels = evol_dist$Species). Finalmente, se llamoé
al paquete “ggplot2” para graficar la distintividad evolutiva de la siguiente manera:
ggplot(evol_dist, aes(x = reorder(Species, w), y = w)) + geom_bar(stat = "identity", fill =
"lightblue™ + labs(x = "Species”, y = "Evolutionary Distinctiveness”, title = ™) +
geom_text(aes(label = round(w, 4)), vjust = -0.5, size = 3) + theme_bw() + theme(axis.text.x

= element_text(angle = 45, hjust = 1)).
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VI. Resultados

6.1 Revision secuencias Copiapoa

De acuerdo con la revision de secuencias del género, todas las secuencias para el marcador
ycfl estaban completas. Por el contrario, para el marcador rpl32-trnL faltaron las secuencias
de Copiapoa leonensis, C. serpentisulcata, C. australis, C. calderana, C. marginata, C.

longispina, C. atacamensis y C. taltalensis.

No se pudo secuenciar Copiapoa atacamensis luego de su purificacién, por lo que se us6

la secuencia disponible en GeneBank la cual carecia de rpl32-trnL (ver Anexo 1y 2).

6.2 Arbol filogenético

Los grupos externos estan compuestos por Eriosyce aurata, Blossfeldia liliputana y
Calymmanthium substerile (Figura 1 y Figura 2). Se observa que existe una relacion mas
estrecha entre Copiapoa y Calymmanthium substerile en comparacion con las dos especies

gue conformaron parte del outgroup (E. aurata y B. liliputana) en ambos arboles.

El género Copiapoa forma un clado monofilético en ambos arboles, donde las especies con
menor valor de soporte de nodo dentro del arbol con 94 muestras (Figura 1) fueron Copiapoa
leonensis con C. hypogaea, ambas con C. atacamensis, C. serpentisulcata con C.
cinerascens, C. humilis subsp. humilis con C. humilis subsp. varispinata, ambas con C.
humilis subsp. tocopillana. Las subespecies de humilis en conjunto tienen soporte de nodo
con valor 1 al igual que las subespecies de cinerea siendo estas las especies con mejor

soporte de nodo al ser cercano a 1.
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Figura 1 Filogenia Copiapoa 94 muestras basada en dos marcadores moleculares (rpl32-
trnL y ycfl) ilustrando el valor de soporte de probabilidad a posteriori de las ramas obtenido
tras el analisis bayesiano. En negro, taxones de Copiapoa: 30 taxones desde GenBank 'y 7

taxones nuevos generados en este trabajo. En verde 3 taxones de especies outgroup.
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En la Figura 2 se ilustra el arbol de 40 muestras que fue utilizado para los andlisis de
diversidad filogenética y distintividad evolutiva. Se observa que las especies con menor valor
de soporte de nodo fueron Copiapoa hypogaea al relacionarse con C. atacamensis, C.
calderana y C. leonensis. También se observa a C. marginata, C. grandiflora, C. aphanes,
C. rupestris, C. longistaminea y C. armata con valores de soporte de nodo inferior a 0,40.
Similar a lo que ocurre con C. cinerea subsp. columna-alba en relacion con sus pares de
cinerea y similar a C. humilis subsp. tocopillana y C. humilis subsp. varispinata en relacion
con sus pares de humilis. Al igual que en la filogenia de la Figura 1, las subespecies de

humilis en conjunto tienen soporte de nodo con valor 1 al igual que las subespecies de
cinerea.
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Figura 2 Filogenia Copiapoa 40 muestras basada en dos marcadores moleculares (rpl32-
trnL y ycfl) ilustrando el valor de soporte de probabilidad a posteriori de las ramas obtenido
tras el analisis bayesiano. En negro, taxones de Copiapoa: 30 taxones desde GenBank 'y 7

taxones nuevos generados en este trabajo. En verde 3 taxones de especies outgroup.



6.3 Establecimiento de prioridades en conservacion

Para el establecimiento de prioridades de conservacién, se tomd como referencia el célculo
de diversidad filogenética basado en tres criterios, donde se usé una filogenia de 40

muestras (Figura 2) y se obtuvieron las siguientes ilustraciones de matriz de distancias

filogenéticas y distintividad evolutiva:
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Figura 3 Heatmap de distancias filogenéticas

La figura anterior representa graficamente las similitudes y diferencias entre especies del
género Copiapoa en funcién a sus relaciones evolutivas. Los colores representan los

diferentes niveles de distancia filogenética entre especies, donde los valores cercanos a
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ceroy, en este caso, visualizados en color azul o dentro de las tonalidades azules, sugieren
una mayor similitud o una distancia méas corta entre las cactaceas. Los valores mas alejados
a cero y cercanos a 0,05 son visualizados con los colores desde el amarillo hasta el rojo y

representarian cactdceas mas distantes filogenéticamente.

En la Figura 4 se observa la distintividad evolutiva de cada una de las especies del género
Copiapoa, se observa que las cactaceas con mayor distintividad evolutiva son: C. australis,
C. laui, C. taltalensis, C. humilis subsp. tenuissima, C. longispina, C. fiedleriana, C.

marginata, C. calderana, C. coquimbana y C. armata.

0.0154

0.010+

0.0054

Evolutionary Distinctiveness

0.0004

Figura 4 Distintividad evolutiva de las especies de Copiapoa
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Los resultados de diversidad filogenética de Faith se detallan en el Anexo 4 y se visualizan

en la Figura 5:
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Figura 5 Diversidad filogenética de Copiapoa

Como se observa en la Figura 5, casi todas las especies tienen niveles de diversidad
filogenética similares, de manera que oscilan entre un 0,10 a 0,12. Considerando que un
alto indice de diversidad de filogenética es un valor cercano a 1 (Chao et al. 2014), las

especies con menor indice de diversidad filogenética son:

1. Copiapoa laui con 0.1168445
2. Copiapoa solaris con 0.1168825
3. Copiapoa fiedleriana con 0.1171666

Las cactaceas que tienen mayor diversidad filogenética fueron las que sus valores fueron

mas cercanos a 0,13:



Tabla 1 Mayor indice de diversidad filogenética (PD) en las cactaceas de Copiapoa

Especie PD
Copiapoa humilis subsp. humilis 0.1203897
Copiapoa longistaminea 0.1203860
Copiapoa cinerea subsp. columna-alba 0.1203854
Copiapoa humilis subsp. tenuissima 0.1203826
Copiapoa humilis subsp. varispinata 0.1203823
Copiapoa humilis subsp. tocopillana 0.1203759
Copiapoa mollicula 0.1203672
Copiapoa cinerea subsp. cinerea 0.1203591
Copiapoa dealbata 0.1202637
Copiapoa aphanes 0.1201528
Copiapoa atacamensis 0.1200888
Copiapoa leonensis 0.1200002

29
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VIl. Discusién

De acuerdo con la filogenia obtenida a partir de secuencias de GeneBank en conjunto con
las secuencias propias hasta un total de 94, se comparo la filogenia obtenida por Larridon
et al. (2015) en relacidon con la actualizada. De la obtenida en este trabajo se observan
valores de soporte de nodo cercano a 1 en una minoria de las relaciones entre especies a
diferencia de los soportes de Larridon et al. (2015). De manera similar, se observaron
diferencias entre las dos filogenias obtenidas en este trabajo, donde en la filogenia de la
Figura 2 se obtuvieron valores de soporte de nodo mas bajo que en la filogenia de la Figura
1. Lo anterior puede ser por causas multifactoriales como lo es el uso de mas caracteres o
taxones, otra estrategia de muestreo, marcadores mas informativos, el tipo de datos
analizados (moleculares o morfoldgicos), entre otros (Bremer et al. 1999). Esto sustenta los
resultados al comparar ambas filogenias (Figura 1 y 2) al ser la primera una filogenia mas

completa al tener mas muestras por especie.

Se ha demostrado que el porcentaje de soporte de nodo se correlaciona positivamente con
el nimero de caracteres y negativamente con el nimero de taxones (Bremer et al. 1999).
La estrecha relacion entre Copiapoa y Calymmanthium substerile dentro de los arboles
filogenético se ha observado con anterioridad (Korotkova et al. 2010), pero la morfologia y

distribucion de ambos géneros es muy distinta (Walter and Guerrero 2022)

A pesar de lo anterior, la filogenia actualizada de la Figura 1 es consistente en las relaciones
entre especies y muy similar a la obtenida por Larridon et al. (2015). Las diferencias entre
la posicion de algunas especies se debe a que la filogenia actualizada no contiene el hibrido
C. cinerea x gigantea y que ademas se verificd la nomenclatura de las especies en base al

catalogo actualizado por Walter and Guerrero (2022).

Algunas especies tienen atributos evolutivos particulares por lo que su extincién
representaria una pérdida importante (Vane-Wright et al. 1991), uno de esos atributos es la
distintividad evolutiva (“Evolutionary distinctness” (ED)) lo que permite visualizar que tan
aislada estéa una especie dentro de su arbol filogenético (Vane-Wright et al. 1991). En este
sentido, en la figura 4 se observa que las especies con mayor distintividad evolutiva son C.

australis, C. laui, C. taltalensis, C. humilis subsp. tenuissima, C. longispina, C. fiedleriana,
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C. marginata, C. calderana, C. coquimbana y C. armata. Sin embargo, no se sabe si
considerando la distintividad evolutiva se puede guiar la priorizacion de especies
amenazadas o si se puede guiar la planificacion de la conservacion en base a este indice
Faith (1992).

La filogenética de la conservacion moderna se basan en dos articulos de Vane-Wright et al.
(1991) y Faith (1992), donde el enfoque de sus métricas difiere en su enfoque puesto que
Vane-Wright et al. (1991) mide la distintividad de una especie respecto de otras y Faith
(1992), suma las longitudes de las ramas del arbol filogenético. Segun esta Ultima métrica,
en este estudio se obtuvieron valores de diversidad filogenética de Faith (1992) (PD)
relativamente bajos, menores a 0,2 siendo Copiapoa laui, C. solaris y C. fiedleriana las
cactaceas con menor valor de PD. PD es la suma de las longitudes de las ramas
filogenéticas que conectan todas las especies, de manera que al agregar mas especies se
agrega mas longitud de rama y por tanto aumenta el PD captando la importancia de la
historia evolutiva y la riqueza de especies entre si (Swenson and Worthy 2018). Existen
varias razones por la cual las especies podrian presentar un bajo indice de diversidad
filogenética, se podria deber a especiacion reciente o localizada (Massante et al. 2019), al
tamafo y aislamiento de poblaciones (Helmus and Ives 2012), restricciones ecoldgicas
debido a que PD puede capturar interacciones que afectan el ecosistema (Srivastava et al.
2012), entre otros. En el caso de Copiapoa, tienen rangos de distribucion extremadamente
limitados (Larridon et al. 2015) y el hecho de que se vea en gran medida amenazadas sus
especies por la ampliacion de caminos, la recoleccion ilegal de individuos, desertificacion,
etc. (Larridon et al. 2014), podrian ser razones para atribuir sus bajos niveles de diversidad

filogenética.

Es posible cuantificar las amenazas a la diversidad filogenética combinando la métrica de
PD (diversidad filogenética) junto a las categorias de amenaza de la Lista Roja de la IUCN,
ya que con sus estimaciones de probabilidad de extincion se podrian calcular las cantidades
de PD amenazadas o en peligro, y de esta manera, podemos calcular las cantidades de PD
gue se encuentran amenazadas o en peligro (Faith et al. 2018). En este sentido y segun los
resultados de este estudio, las cactaceas que tienen mayor diversidad filogenética y estan

catalogadas en Peligro Critico segun los criterios de la IUCN propuestas por Villalobo (2023)
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son: Copiapoa humilis subsp. humilis, C. humilis subsp. tenuissima, C. humilis subsp.

varispinata, C. humilis subsp. tocopillana, C. mollicula, C. aphanes y C. leonensis.

Ahora bien, las prioridades de las especies pueden ser estimadas en base a suposiciones
simples como la distintividad evolutiva, la estimacién de pérdida de diversidad filogenética
0 en base a los criterios de la IUCN de probabilidad de extincion (Faith et al. 2018). Con lo
anterior, se fundamentan los criterios utilizados en este trabajo y bajo este contexto, al
combinar estos indices. Las especies prioritarias por distintividad evolutiva, mayor
diversidad filogenética y que estén en peligro critico segun lo propuesto por Villalobo (2023)

serian:

Tabla 2 Combinacién tres criterios de evaluacion (Distintividad Evolutiva, Diversidad
Filogenética y Peligro critico)

Distintividad Diversidad Filogenética En Peligro Critico segun
Evolutiva criterios IUCN (Villalobo 2023)
C. australis Copiapoa  humilis  subsp. | C. australis
humilis
C. laui Copiapoa longistaminea C. cinerea subsp. krainziana
C. taltalensis Copiapoa  cinerea  subsp. | C. conglomerata

columna-alba

C. humilis  subsp. | Copiapoa  humilis  subsp. | C. decorticans

tenuissima tenuissima
C. longispina Copiapoa  humilis  subsp. | C. desertorum
varispinata
C. fiedleriana Copiapoa  humilis  subsp. | C. humilis subsp. humilis
tocopillana
C. marginata Copiapoa mollicula C. humilis subsp. tocopillana
C. calderana Copiapoa  cinerea  subsp. | C. humilis subsp. varispinata

cinerea
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C. coquimbana Copiapoa dealbata C. humilis subsp. tenuissima
C. armata Copiapoa aphanes C. leonensis
Copiapoa atacamensis C. longispina
Copiapoa leonensis C. mollicula
C. solaris
C. aphanes
C. angustiflora
C. esmeraldana

Al seleccionar aquellas especies que cumplen mas de un criterio de evaluacion, las especies
prioritarias serian: C. aphanes, C. australis, C. leonensis, C. longispina, C. mollicula, C.
humilis subsp. humilis, C. humilis subsp. tenuissima, C. humilis subsp. tocopillana y C.

humilis subsp. varispinata.

Copiapoa aphanes se distribuye al sur y al este de Taltal (Larridon et al. 2015), C. australis
se distribuye con una extension de presencia muy acotada cerca de Huasco, C. leonensis
se distribuye al norte de Caldera, C. longispina se encuentra tierra adentro en las cercanias
de Copiapo, C. mollicula se encuentran principalmente en el Parque Nacional Pan de Azucar

y, C. humilis y sus subespecies se concentran al norte de Taltal.

Dada las especies mencionadas, se podria establecer un ranking de las 9 especies
prioritarias del género Copiapoa segun los criterios ya mencionados basado en la
distribucion geografica. Todas las especies cumplieron al menos dos criterios para ser
colocadas en este ranking, que se encabezaria con C. humilis subsp. tenuissima al ser la
Unica en estar presente en las tres categorias de la Tabla 2. De lo anterior, se desprende
gue todas las subespecies de C. humilis debieran ser consideradas como prioritarias en
futuros planes de conservacion. La especie que segunda en priorizacion seria C. australis
al considerarse como una especie relicta que consta con una poblacion de menos de 2000
individuos en una extension de presencia extremadamente pequefia (<1000 km?) segun lo
reportado por Larridon et al. (2015) y ademas es la especie con mayor distintividad evolutiva

dentro del género Copiapoa.
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La tercera especie en la lista de prioridades es C. aphanes debido a que se ubica en Taltal
junto a las subespecies del complejo humilis y tiene una distribucion muy reducida. La cuarta
prioridad es C. leonensis por su cercania a Caldera, seguido por C. longispina que se ubica

entre Copiapé y Huasco y finalmente C. mollicula al encontrarse sélo frente a Chafiaral.

La diversidad filogenética ha sido utilizada como complemento en diversos estudios de
conservacion (Amaral et al. 2022; Prado et al. 2010; Mi et al. 2012). Amaral et al. (2022)
realizaron un mapeo de patrones de biodiversidad a través de taxones y ambientes para
sugerir areas de importancia a ser conservadas. Usaron métricas como la diversidad
filogenética (PD) para identificar zonas con altos niveles de PD que estuviera legalmente
protegidas, donde se encontr6 que Chile comprende una parte sustancial de PD en conjunto
a otros paises donde solo se esta protegiendo menos del 10% de la biodiversidad de

cactaceas (Amaral et al. 2022).

En otro estudio de Prado et al. (2010), se evalud la diversidad filogenética como parte de
otras meétricas para comprender los patrones de diversidad en 82 cactaceas en la peninsula
de Baja California. Se encontré un importante porcentaje de diversidad filogenética (85,9%)
gue al sumarlo al nivel de endemismo de las cactaceas estudiadas permitié identificar

especies prioritarias (Prado et al. 2010).

Mi et al. (2012) propusieron un enfoque (species rank abundance—stdPD (SAPD) curve)
para evaluar la contribucion de las especies raras en los valores de PD, donde sus
resultados al integrar la métrica de distintividad evolutiva con la distribucion de abundancia
de rango de especies tenia una capacidad similar para evaluar la contribucion de las

especies de manera individual en comparacion con la PD (Mi et al. 2012).

La eleccion de métricas e indices depende y se condiciona a la pregunta bioldgica que se
desea responder, por lo que la diversidad filogenética (PD), distintividad evolutiva (ED), la
riqueza de especies filogenética, entre otros, pueden contribuir a evaluar especies rara (Mi
et al. 2012).

Los programas de conservacion se benefician al incluir factores genéticos (Vandergast et
al. 2022), y dado que existen diferentes criterios para seleccionar especies, ambientes o
areas como objetivos prioritarios, se podrian incluir en futuros analisis los patrones de

distribucion espacial de diversidad para priorizar un area con un alta concentracion de
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especies con distribucion restringida o un area con una alta concentracion de especies
amenazadas (Lavor et al. 2020). Utilizar estos otros factores podria permitir obtener un plan
de conservacién basado en los criterios que este trabajo ha establecido y compararlo con
la distribucion geogréfica de las especies de manera que sea un area la que se pueda
conservar, esto debido a que mas de la mitad de las especies de Copiapoa estan con

problemas de conservacion y es necesario priorizar.
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VIIl. Conclusiones

Segun las métricas e indices evaluadas en este estudio, el ranking de especies prioritarias
basado en los indices de diversidad filogenética, en la métrica de distintividad evolutiva y en
la categorizacion de peligro critico propuesta en otro estudio, se debiera priorizar las
siguientes especies (en orden de urgencia): C. humilis subsp. tenuissima, C. humilis subsp.
humilis, C. humilis subsp. tocopillana, C. humilis subsp. varispinata, C. australis, C. aphanes,

C. leonensis, C. longispina y C. mollicula.

Alrededor de un 24% de las especies del género Copiapoa estan en este ranking como
prioridad segun los criterios mencionados, sin embargo, estas 9 especies tienen
distribuciones relativamente cercanas y otras no. Por lo que, analizar la distribucion
geografica de estas especies permitiria elegir zonas de mayor urgencia en la conservacion.
Se sugiere comenzar por evaluar Taltal y sus cercanias debido a que alli estan todas las

subespecies humilis y, ademas, en las cercanias se encuentra C. aphanes.

La hipotesis del presente trabajo, en efecto se cumple puesto que todas las especies del
género Copiapoa presentaron bajos indices de diversidad filogenética en comparacion a
otros estudios en cactaceas donde se utilizo este indice, esto se sustenta del hecho de que
cerca de un cuarto de ellas resultaron ser prioridad en conservacion bajo los tres criterios

evaluados.

La diversidad filogenética y la distintividad evolutiva son métricas utilizadas para potenciar
una propuesta integral de conservacion de especies, por tanto, es necesario integrar mas
factores a evaluar para obtener un plan de conservacién del género de manera integral,
eficiente y efectiva. Este trabajo propicia nuevas investigaciones donde se sugiere incluir
evaluar la distribucidén de las 9 especies rankeadas con la finalidad de obtener una zona

prioritaria del género Copiapoa.
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ANEXO 1 Seleccién de secuencias para alineamientos y posterior obtencion de éarbol

filogenético con 94 secuencias en total. EXSIS (The EXSIS Proyect: cactaceae ex-situ & in-
situ conservation, Buin, Chile), DES (Desert Botanical Garden, Phoenix, AZ, USA), ANT

(Jardin Botanico Aguas Antofagasta, Antofagasta, Chile), Larridon (l. Larridon & M. A.
Cisternas obtenidas de herbario CONC, GENT), JBN (Jardin Botanico Nacional, Vifia del
Mar, Chile), Laboratorio BIOMAS (Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas,

Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile).

subsp. cinerea

N° | Nombre cientifico ycf1 rpl32-trnL VOUCHER
1| Copiapoa LN868169 | LN868067 | Cultivated, EXSIS, no voucher
angustiflora
2 | Copiapoa aphanes | LN868152 | LN868050 | Cultivated, EXSIS HW 241
3 LN868153 | LN868051 | Cultivated, EXSIS HW 240
4 LN868154 | LN868052 | Cultivated, XX-0-BR-19720862
5 | Copiapoa armata LN868181 | LN868072 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-242
(CONC, GENT)
6 | Copiapoa - LN868177 | Cultivated, EXSIS HW 84
atacamensis
7 | Copiapoa australis | OR349204* | OR349196* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcidén
8 | (Copiapoa humilis LN868111 - Cultivated, EXSIS HW 460
australis)
9 | Copiapoa calderana | OR349206* | OR349198* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcidén
10 | Copiapoa LN868148 | LN868048 |I. Larridon et al. 2013-167 (CONC,
cinerascens GENT)
11 | Copiapoa cinerea LN868118 | LN868021 | Cultivated, JBN Co-ci-al-4-0092J
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12 LN868119 | LN868022 |I. Larridon et al. 2013-056 (CONC,
GENT)
13 LN868120 | LN868023 |I. Larridon et al. 2013-115 (CONC,
GENT)
14 | Copiapoa cinerea LN868121 | LN868024 |I. Larridon et al. 2013-140 (CONC,
subsp. columna- GENT)
alba
15 LN868122 | LN868025 |I. Larridon et al. 2013-144 (CONC,
GENT)
16 LN868123 | LN868026 |I. Larridon et al. 2013-150 (CONC,
GENT)
17 LN868124 | LN868027 |I. Larridon et al. 2013-151 (CONC,
GENT)
18 | Copiapoa cinerea LN868125 | LN868028 |I. Larridon et al. 2013-075 (CONC,
subsp. krainziana GENT)
19 LN868126 | LN868029 |I. Larridon et al. 2013-077 (CONC,
GENT)
20 LN868127 | LN868030 |I. Larridon et al. 2013-087 (CONC,
GENT)
21 LN868128 | LN868031 | Cultivated, XX-0-BR-19720510
22 LN868130 | LN868033 | Cultivated, JBN Co-kr-6-0092J
23 LN868132 | LN868035 | Cultivated, DES 1996-0129-10-14 (F.
Kattermann 1073)
24 LN868131 | LN868034 | Cultivated, CHE 2007-0020
25 LN868129 | LN868032 | Cultivated, ROT 2945
26 | Copiapoa LN868145 | LN868045 |I. Larridon et al. 2013-017 (CONC,
conglomerata GENT)
27 LN868146 | LN868046 | Cultivated, ANT, no voucher
28 | Copiapoa LN868191 | LN868082 | Cultivated, CL-0-GENT-19780047

coquimbana
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29 LN868192 | LN868083 | Cultivated, DES 1996-0128-10-16 (E. F.
Anderson 6299)
30 | Copiapoa dealbata | LN868188 | LN868079 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-217
(CONC, GENT)
31 LN868189 | LN868080 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-218
(CONC, GENT)
32 LN868190 | LN868081 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-219
(CONC, GENT)
33 | Copiapoa LN868147 | LN868047 | Cultivated, EXSIS, no voucher
decorticans
34 | Copiapoa LN868157 | LN868055 |I. Larridon et al. 2013-155 (CONC,
desertorum GENT)
35 LN868158 | LN868056 |I. Larridon et al. 2013-159 (CONC,
GENT)
36 LN868159 | LN868057 |I. Larridon et al. 2013-160 (CONC,
GENT)
37 LN868160 | LN868058 |I. Larridon et al. 2013-164 (CONC,
GENT)
38 LN868155 | LN868053 | Cultivated, JBN, no voucher
39 LN868156 | LN868054 | Cultivated, DES 1997-0142-01 (E. F.
Anderson 6359 & F. Kattermann 1087)
40 | Copiapoa LN868193 | LN868084 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-192
echinoides (CONC, GENT)
41 LN868194 | LN868085 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-194
(CONC, GENT)
42 LN868195 | LN868086 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-199
(CONC, GENT)
43 LN868196 | LN868087 |I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-204
(CONC, GENT)
44 LN868197 | LN868088 ||I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-209

(CONC, GENT)
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45 LN868198 | LN868089 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-214
(CONC, GENT)

46 LN868199 | LN868090 | Cultivated, JBN Cp-ek-ek-1-0092J

47 | Copiapoa LN868170 | LN868068 | Cultivated, EXSIS, no voucher

esmeraldana

48 | Copiapoa fiedleriana | LN868182 | LN868073 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-215
(CONC, GENT)

49 LN868183 | LN868074 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-220
(CONC, GENT)

50 LN868184 | LN868075 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-222
(CONC, GENT)

51 LN868187 | LN868078 | Cultivated, JBN Cp-co-fl-1-40092J

52 LN868185 | LN868076 | Cultivated, DES 2002-0154-01-01 (F.
Kattermann 57)

53 | Copiapoa gigantea | LN868135 |LN868036 |I. Larridon et al. 2013-020 (CONC,
GENT)

54 LN868136 | LN868037 |I. Larridon et al. 2013-028 (CONC,
GENT)

55 LN868137 | LN868038 |I. Larridon et al. 2013-031 (CONC,
GENT)

56 LN868138 | LN868039 |I. Larridon et al. 2013-034 (CONC,
GENT)

57 LN868139 | LN868040 |I. Larridon et al. 2013-039 (CONC,
GENT)

58 LN868140 | LN868041 |I. Larridon et al. 2013-047 (CONC,
GENT)

59 LN868141 | LN868042 | Cultivated, ANT, no voucher

60 LN868142 | LN868043 | Cultivated, DES 1997-0159-01-03 (E. F.
Anderson 6339 & F. Kattermann 1064)

62 | Copiapoa LN868167 | LN868065 | Cultivated, ANT, no voucher

grandiflora
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62 LN868168 | LN868066 | JBN Cp-ci-gr-10-0092JF
63 | Copiapoa humilis LN868113 | LN868017 | Cultivated, ANT, no voucher
subsp. humilis
64 | Copiapoa humilis LN868114 | LN868018 | Cultivated, Z 12 0149 /0 (F. Ritter 539)
subsp. tenuissima
65 LN868115 - Cultivated, EXSIS HW 86
66 | Copiapoa humilis LN868116 | LN868019 | Cultivated, ANT, no voucher
subsp. tocopillana
67 | Copiapoa humilis LN868117 | LN868020 | Cultivated, EXSIS, no voucher
subsp. varispinata
68 | Copiapoa hypogaea | LN868173 - Cultivated, EXSIS HW 414
69 LN868174 | LN868071 | Cultivated, DES 1992-0061-01-02
70 | Copiapoa laui LN868112 | LN868016 | Cultivated, DES 1997-0172-01-01 (E. F.
Anderson 6328 & F. Kattermann 1053)
71 | Copiapoa leonensis | OR349205* | OR349197* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcidén
72 | Copiapoa longispina | OR349207* | OR349199* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcion
73 LN868143 - Cultivated, EXSIS HW 548
74 | Copiapoa LN868149 | LN868049 | Cultivated, EXSIS HW 252
longistaminea
75 | Copiapoa marginata | OR349208* | OR349200* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcioén
76 | Copiapoa LN868144 | LN868044 | Cultivated, JBN Cp-me-me-2-0092J
megarhiza
77 | Copiapoa mollicula | LN868171 | LN868069 | Cultivated, DES 1996-0133-10-02 (E. F.
Anderson 6334 & F. Kattermann 1059)
78 | Copiapoa montana | LN868172 | LN868070 | Cultivated, Z 90 3025 /0 (K. Knize 657)
79 | Copiapoa rupestris | LN868161 | LN868059 |I. Larridon et al. 2013-120 (CONC,

GENT)
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80 LN868162 | LN868060 |I. Larridon et al. 2013-122 (CONC,
GENT)

81 LN868163 | LN868061 |I. Larridon et al. 2013-126 (CONC,
GENT)

82 LN868164 | LN868062 |I. Larridon et al. 2013-128 (CONC,
GENT)

83 LN868165 | LN868063 |I. Larridon et al. 2013-130 (CONC,
GENT)

84 LN868166 | LN868064 |I1. Larridon et al. 2013-134 (CONC,
GENT)

85 | Copiapoa OR349210* | OR349202* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de

serpentisulcata Concepcidén

86 | Copiapoa solaris LN868108 | LN868013 |I. Larridon et al. 2013-001 (CONC,
GENT)

87 LN868109 | LN868014 |I. Larridon et al. 2013-006 (CONC,
GENT)

88 LN868110 | LN868015 |I. Larridon et al. 2013-007 (CONC,
GENT)

89 LN868107 - Cultivated, ANT, no voucher

90 | Copiapoa taltalensis | OR349211* | OR349203* | Laboratorio BIOMAS, Universidad de
Concepcidén

91 LN868151 - Cultivated, EXSIS HW 441

92 | Blossfeldia liliputana | LN868092 | LN867998 | Cultivated, XX-0-BR-1992101023

93 | Calymmanthium LN868106 | LN868012 | Cultivated, XX-0-BR-19891571

substerile
94 | Eriosyce aurata LN868098 | LN868004 | I. Larridon & M. A. Cisternas 2013-223

(CONC, GENT)

* Secuencias nuevas y originales de este trabajo subidas a la plataforma Banklt de NCBI
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ANEXO 2 Seleccién de secuencias para alineamientos y posterior obtencion de éarbol

filogenético con 40 secuencias en total. EXSIS (The EXSIS Proyect: cactaceae ex-situ & in-
situ conservation, Buin, Chile), DES (Desert Botanical Garden, Phoenix, AZ, USA), ANT

(Jardin Botanico Aguas Antofagasta, Antofagasta, Chile), Larridon (l. Larridon & M. A.
Cisternas obtenidas de herbario CONC, GENT), JBN (Jardin Botanico Nacional, Vifia del

Mar, Chile), Laboratorio BIOMAS (Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas,

Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile).

krainziana

N° Nombre cientifico ycf1 rpl32-trnL VOUCHER
1 | Copiapoa angustiflora LN868169 | LN868067 | Cultivated, EXSIS, no
voucher*
2 | Copiapoa aphanes LN868152 | LN868050 | Cultivated, EXSIS HW
241*
3 | Copiapoa armata LN868181 |LN868072 |I. Larridon & M. A.
Cisternas 2013-242
(CONC, GENT)
Copiapoa atacamensis LN868177 | - Cultivated, EXSIS HW 84
Copiapoa australis OR349204* | OR349196* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcién
6 | Copiapoa calderana OR349206* | OR349198* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcién
7 | Copiapoa cinerascens LN868148 | LN868048 | |. Larridon et al. 2013-167
(CONC, GENT)
8 | Copiapoa cinerea subsp. LN868119 | LN868022 | I. Larridon et al. 2013-056
cinerea (CONC, GENT)
9 | Copiapoa cinerea subsp. LN868121 | LN868024 | I. Larridon et al. 2013-140
columna-alba (CONC, GENT)
10 | Copiapoa cinerea subsp. LN868125 | LN868028 | I. Larridon et al. 2013-075

(CONC, GENT)
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11 | Copiapoa conglomerata LN868145 | LN868045 | I. Larridon et al. 2013-017
(CONC, GENT)
12 | Copiapoa coquimbana LN868191 | LN868082 | Cultivated, @ CL-0-GENT-
19780047
13 | Copiapoa dealbata LN868188 |LN868079 |I. Larridon & M. A.
Cisternas 2013-217
(CONC, GENT)
14 | Copiapoa decorticans LN868147 | LN868047 | Cultivated, EXSIS, no
voucher
15 | Copiapoa desertorum LN868158 | LN868056 | I. Larridon et al. 2013-159
(CONC, GENT)
16 | Copiapoa echinoides LN868193 |LN868084 |I. Larridon & M. A.
Cisternas 2013-192
(CONC, GENT)
17 | Copiapoa esmeraldana LN868170 | LN868068 | Cultivated, EXSIS, no
voucher
18 | Copiapoa fiedleriana LN868183 |LN868074 |I. Larridon & M. A.
Cisternas 2013-220
(CONC, GENT)
19 | Copiapoa gigantea LN868135 LN868036 | I. Larridon et al. 2013-020
(CONC, GENT)
20 | Copiapoa grandiflora LN868167 | LN868065 | Cultivated, ANT, no
voucher
21 | Copiapoa humilis subsp. humilis | LN868113 | LN868017 | Cultivated, ANT, no
voucher
22 | Copiapoa humilis subsp. LN868114 | LN868018 | Cultivated, Z 12 0149 /0 (F.
tenuissima Ritter 539)
23 | Copiapoa humilis subsp. LN868116 | LN868019 | Cultivated, ANT, no
tocopillana voucher
24 | Copiapoa humilis subsp. LN868117 | LN868020 | Cultivated, EXSIS, no
varispinata voucher
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25 | Copiapoa hypogaea LN868174 | LN868071 | Cultivated, DES 1992-
0061-01-02

26 | Copiapoa laui LN868112 | LN868016 | Cultivated, DES 1997-
0172-01-01 (E. F.
Anderson 6328 & F.
Kattermann 1053)

27 | Copiapoa leonensis OR349205* | OR349197* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcidén

28 | Copiapoa longispina OR349207* | OR349199* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcidén

29 | Copiapoa longistaminea LN868149 | LN868049 | Cultivated, EXSIS HW 252

30 | Copiapoa marginata OR349208* | OR349200* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcidén

31 | Copiapoa megarhiza LN868144 | LN868044 | Cultivated, JBN Cp-me-
me-2-0092J

32 | Copiapoa mollicula LN868171 | LN868069 | Cultivated, DES 1996-
0133-10-02 (E. F.
Anderson 6334 & F
Kattermann 1059)

33 | Copiapoa montana LN868172 | LN868070 | Cultivated, Z 90 3025 /0 (K.
Knize 657)

34 | Copiapoa rupestris LN868161 | LN868059 | I. Larridon et al. 2013-120
(CONC, GENT)

35 | Copiapoa serpentisulcata OR349210* | OR349202* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcioén

36 | Copiapoa solaris LN868109 | LN868014 | I. Larridon et al. 2013-006

(CONC, GENT)
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37 | Copiapoa taltalensis OR349211* | OR349203* | Laboratorio BIOMAS,
Universidad de
Concepcidén

38 | Blossfeldia liliputana LN868092 | LN867998 | Cultivated, XX-0-BR-
1992101023

39 | Calymmanthium substerile LN868106 | LN868012 | Cultivated, XX-0-BR-
19891571

40 | Eriosyce aurata LN868098 | LN868004 |I. Larridon & M. A.
Cisternas 2013-223

(CONC, GENT)

* Secuencias nuevas y originales de este trabajo subidas a la plataforma Banklt de NCBI
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ANEXO 4 Resultados diversidad filogenética de Faith (1992). PD entiéndase como

diversidad filogenética: Phylogenetic Diversity (PD)

Especie PD
Copiapoa leonensis 0.1200002
Copiapoa serpentisulcata 0.1191189
Copiapoa australis 0.1068940
Copiapoa calderana 0.1168780
Copiapoa marginata 0.1169621
Copiapoa longispina 0.1168276
Copiapoa taltalensis 0.1144291
Copiapoa atacamensis 0.1200888
Copiapoa cinerea subsp. cinerea 0.1203591
Copiapoa cinerea subsp. columna-alba 0.1203854
Copiapoa cinerea subsp. krainziana 0.1199595
Copiapoa gigantea 0.1195106
Copiapoa desertorum 0.1195749
Copiapoa rupestris 0.1197103
Copiapoa aphanes 0.1201528
Copiapoa echinoides 0.1196325
Copiapoa fiedleriana 0.1171666
Copiapoa humilis subsp. humilis 0.1203897
Copiapoa humilis subsp. tenuissima 0.1203826
Copiapoa humilis subsp. tocopillana 0.1203759
Copiapoa humilis subsp. varispinata 0.1203823
Copiapoa dealbata 0.1202637
Copiapoa solaris 0.1168825
Copiapoa grandiflora 0.1199015
Copiapoa hypogaea 0.1192938
Copiapoa conglomerata 0.1190422
Copiapoa coquimbana 0.1188903
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Copiapoa megarhiza 0.1190978
Copiapoa cinerascens 0.1199459
Copiapoa longistaminea 0.1203860
Copiapoa montana 0.1197407
Copiapoa angustiflora 0.1197485
Copiapoa mollicula 0.1203672
Copiapoa decorticans 0.1195294
Copiapoa armata 0.1193043
Copiapoa esmeraldana 0.1198101
Copiapoa laui 0.1168445

ANEXO 5 Tabla de evaluacion de estados de conservacion del género Copiapoa

actualizados propuestos y visualizados en la Tabla 3 en Villalobo (2023)

En Peligro Critico En Vulnerable Preocupacion
Peligro menor
C. australis C. armata C. calderana C. coquimbana
C. cinerea subsp. C. atacamensis C. fiedleriana C. dealbata
krainziana
C. conglomerata C. cinerascens C. gigantea C. longistaminea
C. decorticans C. cinerea C. marginata
C. desertorum C. cinerea subsp. cinerea
C. humilis subsp. C. cinerea subsp. columna -
tocopillana alba
C. humilis subsp. C. echinoides
varispinata
C. humilis subsp. C. grandiflora
tenuissima
C. humilis C. humilis subsp. humilis
C. leonensis C. hypogaea
C. longispina C. laui
C. mollicula C. megarhiza
C. solaris C. montana
C. aphanes C. rupestris
C. angustiflora C. serpentisulcata
C. esmeraldana C. taltalensis
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