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RESUMEN

La estructura genética de las especies en biomas desérticos es fuertemente
influenciada por factores climaticos como la escasez hidrica y las altas temperaturas,
las cuales pueden constituir una presion selectiva que promueve la divergencia. En
el desierto de Atacama durante los ciclos glaciales del Pleistoceno, el enfriamiento y
el aumento de la aridez global provocd la expansion de biomas daridos y
diversificacion de especies xerofiticas.

En Chile se distribuyen dos especies hermanas de cactaceas a lo largo de un
amplio gradiente latitudinal de aridez. Las poblaciones mas septentrionales
pertenecen a la especie Eriosyce rodentiophila, habitando zonas costeras de la region
de Antofagasta y Atacama. Mientras que las poblaciones de E. aurata habitan zonas
costeras y valles de la cordillera de los Andes, desde la region de Atacama a
Valparaiso.

En esta investigacion, se evalud si existe una relacion entre el gradiente de
aridez y la divergencia de grupos genéticos de estas especies y cudl es el principal
predictor ambiental que influye en esta diferenciacién. Hipotetizamos que el
gradiente de aridez ha actuado como una fuerza selectiva conduciendo la
diferenciacion gendmica adaptativa, promoviendo la especiacion entre E.
rodentiophila y E. aurata.

Para llevar a cabo el estudio, se extrajo ADN de 87 individuos de 14 localidades
distribuidas latitudinalmente y fueron genotipificadas mediante la técnica DarTseq,
obteniendo 121.209 SNPs. De predictores ambientales se utilizaron las 19 variables
bioclimaticas basicas, elevacidn, radiacion, indice de aridez, evapotranspiracion y
humedad. Para evaluar adaptacion gendmica, se utilizaron analisis bayesianos como
el modelo mixto de factores latentes que arroj6 475 SNPs candidatos a adaptacion y

mediante algoritmos de factorizacion se determind la presencia de 6 clusteres
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genéticos segiin datos neutrales. Finalmente, mediante un analisis de disimilitud
generalizada, se determind que la temperatura media del trimestre mas seco y el
indice de aridez son las variables climaticas que mejor explican la variaciéon
adaptativa de los 6 clusteres genéticos. Complementariamente el andlisis de
redundancia apoya la importancia de la temperatura y la aridez en la divergencia
adaptativa.

Se comprob¢ segun el indice de fijacion que hay mayor divergencia genética
adaptativa y, ademas, mediante un analisis de varianza molecular se determiné que
las diferencias entre los 6 cltsteres genéticos son mayormente explicadas por datos
adaptativos en comparacion con datos neutrales. La temperatura reforzada por la
sequia es determinante en la diferenciacion de grupos genéticos. El efecto de estas
variables sobre la diferenciacién genética tiene un efecto significativo en el
aislamiento de las poblaciones, promoviendo las diferencias locales adaptativas. De
esta forma, las distintas poblaciones deben adaptarse a condiciones especificas
generando patrones de aislamiento ecologico y geografico.

Dado que el gradiente de aridez es un factor clave en la divergencia adaptativa
de las poblaciones de estas especies, es muy importante de considerar en el escenario
de cambio climatico para dar un enfoque de priorizacién de poblaciones en planes

conservacion del desierto de Atacama.
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1. INTRODUCCION

La diversidad bioldgica se organiza en agrupaciones de organismos vivos que
comparten caracteristicas adaptativas, estas agrupaciones son llamadas especies
(Darwin 1859; Mallet 2008). Las especies se van conformando como consecuencia de
procesos de divergencia, que imponen restricciones al entrecruzamiento entre dos
poblaciones de una especie ancestral (Futuyma & Kirkpatrick, 2017). La restriccion
al flujo genético se produce debido a barreras pre y/o postcigoticas. Un ejemplo de
barrera precigoética es el aislamiento geografico entre poblaciones a lo largo de un
gradiente ambiental, causado por las diferencias locales en condiciones abioticas,
como el clima (Mayr, 1947; Shen et al. 2022). Ademads del aislamiento al flujo
genético, la heterogeneidad ambiental podria promover cambios evolutivos de las
poblaciones originando diferencias en la seleccion natural a nivel local, la cual es
uno de los principales motores de divergencia de las poblaciones e incluso de la
especiacion (Schneider 2000; Qian et al. 2021). Contribuyendo en gran medida al

origen de la diversidad de las especies.

La especiacion ecoldgica ocurre por las respuestas adaptativas especificas o locales
al ambiente, que les permiten a los organismos tanto persistir como colonizar nuevos
hébitats (Schluter 2000). El proceso adaptativo conduce a la generacion de
aislamiento reproductivo entre poblaciones, debido a que las poblaciones se adaptan
a condiciones locales limitando el intercambio de propagulos o migrantes,
facilitando la formacion de nuevas especies. Estas adaptaciones no son azarosas y
tienen una direccion que favorece la aptitud para sobrevivir y/o reproducirse en un
determinado ambiente (Futuyma and Kirkpatrick 2017). Esta variabilidad en la
adaptacion de los organismos a su ambiente genera una ocupacion diferencial de

habitats separados geograficamente llevando a un aislamiento reproductivo,

13



restringiendo el flujo genético, intensificando la divergencia y conduciendo a la

especiacion ecoldgica (Schluter 2000; Aguirre-Liguori et al. 2017, 2019).

Un tipo de seleccion natural que cumple un rol particularmente importante, es la
seleccion disruptiva o también llamada diversificadora, la cual selecciona a favor de
dos o mas fenotipos extremos y en contra de los intermedios de ellos (Futuyma and
Kirkpatrick 2017). De esta forma, actiia en contra de la media del rasgo, generando
divergencia gendmica adaptativa entre poblaciones, facilitando el aislamiento
reproductivo y eventualmente la especiacion (Thompson 2016; Qian et al. 2021). Por
ejemplo, un estudio de (Aguirre-Liguori et al. 2019) se centré en averiguar los
impulsores evolutivos de las diferencias entre dos subespecies de Teosintes anuales
Zea mays subsp. mexicana 'y Z. mays subsp. parviglumis, identificando que la mayoria
de las asociaciones significativas de SNPs fueron con la temperatura y la
concentracion de fésforo en el suelo. Este patron de asociacion ambiental de la
estructura gendmica en los Teosintes sugiere un proceso de divergencia adaptativa,
presumiblemente porque uno de los grupos surgié en suelos volcanicos. En otro
ejemplo reciente, se encontré que la precipitacion del trimestre mas calido, la
radiacion solar en julio y la altitud podrian tener los mayores efectos sobre la
divergencia interespecifica e intraespecifica en las especies de Liriodendron (Shen et
al. 2022). En este caso, ademas, se encontrd que estas variables ambientales tendrian
asociaciéon con genes adaptativos a regulacion estomatica, lo cual podria
desempenar un papel crucial en impulsar la adaptacion local en los grupos. Esto
ocurre, tal como indica (Jiang et al. 2019), porque las diferencias en las condiciones
ambientales pueden disminuir el éxito de establecimiento de los inmigrantes en
nuevas areas. Esto, a su vez, acelera la tasa de fijacion genética en las poblaciones
locales debido a la reduccion en las oportunidades de cruzamiento con individuos

foraneos, fortaleciendo asi el aislamiento genético entre poblaciones.
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La integraciéon de informacidn geografica, ambiental y genomica ayuda a
comprender como las variaciones ambientales han influido en la divergencia
gendmica adaptativa de especies hermanas (Sork et al. 2013; Jia et al. 2020). Incluso
mediante el andlisis de las frecuencias alélicas de las poblaciones se puede obtener
indicios sobre adaptacion (Kawecki and Ebert 2004; Aguirre-Liguori et al. 2021), ya
que se estudia como las frecuencias de ciertos alelos varian entre poblaciones y cdémo
estas variaciones se correlacionan con diferencias en el ambiente o rasgos
adaptativos. Por lo tanto, los patrones genéticos proporcionan valiosa informacion
acerca de procesos evolutivos y las bases moleculares de la adaptacién (Jia et al.

2020).

Una aproximacion que permite identificar adaptacion gendmica consiste en asociar
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) con factores ambientales responsables
de ejercer seleccion natural diferencial entre poblaciones (Aguirre-Liguori et al.
2019). Los SNP son mutaciones de un solo par de bases en un locus nuclear (Georges
and Gruber 2019). Los SNPs candidatos a adaptacion se pueden definir como
porciones del genoma que estan bajo presiones selectivas (Storz et al. 2005). De esta
forma podemos incluso identificar las potenciales presiones ecoldgicas responsables
de la adaptacion local (Garot et al. 2021), revelando los factores ambientales mas
relevantes en la estructuracion genética poblacional de las plantas (Shi et al. 2011;
Fuentes et al. 2021). Han sido ampliamente documentados patrones de divergencia
con las frecuencias alélicas de loci adaptativos, siendo la temperatura y las
precipitaciones los dos factores climdticos mas importantes que influencian la

distribucion, diferenciacion y diversidad de las especies (Franks and Hoffmann

2012).
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1.1 Especiacion de Cactaceas en el desierto de Atacama

El desierto de Atacama es el desierto no polar mas seco del mundo (Clarke
2006) y al contrario de lo habitualmente pensado sobre que es un ambiente estéril,
la aridez puede ser un motor evolutivo al actuar como presion selectiva y con ello
promover adaptaciones y diferenciacion entre poblaciones (Axelrod 1972). Por
ejemplo, la aridificacion global del Mioceno promovid la expansion de biomas
terrestres modernos, incluidos pastizales y desiertos en grandes dreas de América,
Africa, Australia y Eurasia (Potter and Szatmari 2009; Folk et al. 2020). El proceso de
aridificacion coincide con la radiacion de muchas plantas xerofiticas, como la
mayoria de las suculentas y plantas de cojin (Arakaki et al. 2011; Hernandez-
Hernandez et al. 2014; Folk et al. 2020). Por lo tanto, no es coincidencia que el
desierto mas arido del mundo sea uno de los lugares con mayor diversidad de

cactaceas (Hernandez-Hernandez et al. 2011; Guerrero et al. 2019b).

Los linajes de plantas perennes ricos en especies presentes en lugares aridos como
el desierto de Atacama son principalmente suculentos como las cactaceas. Esta
familia se habria originado y diversificado luego de la tendencia global de
aridificaciéon durante el Mioceno tardio y el Plioceno (Arakaki et al. 2011;
Hernandez-Hernandez et al. 2014), o incluso posteriormente como ha sido reportado
en algunos grupos por ejemplo Consolea (Opuntioideae) en el Pleistoceno (Majure et
al. 2021). Las adaptaciones relacionadas a la aridez y al uso eficiente de agua
permiten a las especies la colonizacion de nuevos habitats, incluyendo habitats
extremos, teniendo importantes implicancias de modificaciones en sus nichos
ecoldgicos (Matuszak et al. 2016). La evolucién del nicho podria mantener las
poblaciones de una especie separadas ocupando habitats diferentes, favoreciendo la
diferenciacion genética y viéndose reflejado en la divergencia adaptativa ecoldgica

entre ellas (Shen et al. 2022).
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La aridez es un fendmeno multidimensional (Zhang et al. 2021; Ullah et al. 2022),
dado que a diferencia de otros pardmetros climaticos que pueden ser monitoreados
directamente, es el resultado de la interaccion entre varios factores climaticos, en los
que la precipitacion y la temperatura juegan conjuntamente un papel critico (Quan
et al. 2013; Wallén 2017). Los cambios en varias variables hidrometeoroldgicas, como
el aumento de la temperatura, las fluctuaciones anormales de las precipitaciones, el
aumento de la evapotranspiracion, la baja humedad atmosférica entre otros, tienen

influencia significativa en la aridez (Lickley and Solomon 2018; Ullah et al. 2022).

La familia de las Cactdceas es uno de los linajes con tasa de diversificacion mas
elevada del reino vegetal (Herndndez-Hernandez et al. 2014; Magallén et al. 2015),
mostrando grandes modificaciones evolutivas: morfologicas, anatomicas, celulares
y metabolicas (Gibson and Nobel 1986). A pesar de que se han llevado a cabo
estudios moleculares que manifiestan el efecto de acontecimientos biogeograficos y
climaticos en los patrones genéticos, especialmente durante el Plio-Pleistoceno
(Guerrero et al. 2013, 2019a), es interesante considerar en las evaluaciones de la
variacion genética intraespecifica, si la estructura observada ha sido causada por la
aridificacion. La evidencia mas sdlida de la especiacion ecoldgica podria provenir de
la combinacién de inferencia de pares de especies con resultados intraespecificos,
como, por ejemplo, fuerte divergencia genética entre individuos en habitats

contrastantes (Hernandez-Hernandez et al. 2021).

Dentro de la familia Cactaceae, el género Eriosyce contiene dos especies hermanas
Eriosyce aurata (Pfeiff.) Backeb. y E. rodentiophila F.Ritter, que se distribuyen en un
gradiente latitudinal de aridez entre la region de Antofagasta (-25.001315,
-70.455961) y la region de Valparaiso en Chile (-32.661564, -70.670113) (Kattermann

1994). E. rodentiophila es la especie cuyas poblaciones son mas septentrionales
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distribuyéndose a lo largo de la costa desde La Chimba (Antofagasta) hasta el sur
de Chanaral (Fig. 1). Por su parte, las poblaciones de E. aurata comienzan su
distribucién desde Copiapo hasta Putaendo (Fig. 1). Ademas, entre la distribuciéon
de ambas especies en Puquios, al norte de Copiapo se encuentra un taxon descrito

como E. aurata var. spinibarbis (Fig. 1).

La taxonomia de Eriosyce aurata, originalmente descrita como Echinocactus auratus
por Pfeiffer en 1847 y posteriormente reasignada por Backeb. en 1936, ha
experimentado numerosas reevaluaciones y sinonimias, incluyendo su sinonimia
con Eriosyce ceratistes y otras variantes. Por otro lado, Eriosyce rodentiophila, descrita
por F.Ritter en 1980, ha visto su nomenclatura igualmente debatida, con sinonimias
como Eriosyce megacarpa (Ritter). 1980 o Rodentiophila atacamensis. La inclusion de
estas sinonimias y evolucion taxonomica (valga decir, sin andlisis estadisticos
asociados), pone en manifiesto la complejidad y las incertidumbres asociadas a la

clasificacion precisa de estas especies (Korotkova et al., 2021).

1.2 Preguntas de Investigacion

(Existe una relacion entre el gradiente de aridez y la diferenciacién de grupos
genéticos en E. aurata y E. rodentiophila? Si es asi, ;cudl es el principal predictor

ambiental que influye en esta diferenciacion?
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1.3 Hipotesis

Las especies hermanas de cactus E. aurata 'y E. rodentiophila, distribuidas a lo largo
de un gradiente latitudinal de aridez, presentan historias adaptativas distintas
reflejadas en este gradiente. Se propone que el gradiente de aridez es un factor clave
en la divergencia de sus poblaciones, actuando como una presion selectiva que
impulsa la adaptacion local de sus nichos climaticos. Esta influencia resulta en la
divergencia de grupos genéticos y promueve la especiacién ecoldgica de ambas

especies. Si esta hipdtesis es verdadera debe cumplirse que:

1- Exista una menor diferenciacion genética en SNPs neutrales comparado SNPs
candidatos a adaptacion.
2- Las especies tengan una mayor divergencia genética en SNPs relacionados

con la adaptacion a factores asociados al gradiente de aridez.

1.4 Objetivo general

El objetivo general de este estudio consistio en identificar sefiales de
adaptacion presentes en los genomas de especies hermanas de cactaceas. Estas
adaptaciones estaran relacionadas con la especiacion ecoldgica, especificamente

promovida por la capacidad de adaptacion a diferentes ambientes aridos.

19



1.5 Objetivos especificos

i. Determinar predictores climaticos independientes, para comprender las
influencias climaticas de manera mas precisa.

ii. Identificar SNPs neutrales y candidatos a adaptacion.

iii. Establecer la cantidad de cltsteres genéticos dentro del gradiente latitudinal.

iv. Evaluar si hay mayor diferenciaciéon genética en SNPs candidatos a
adaptacion comparado a SNPs neutrales.

v. Determinar cudles son las variables ambientales que mas contribuyen en la

diferenciacion genética adaptativa de los grupos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diseno de muestreo

Se muestrearon 87 individuos de las especies Eriosyce rodentiophila 'y E. aurata
desde el Norte de Paposo (-24.4779, -70.5225) al Sur de Putaendo (-32.4392, -70.5707).
Las catorce localidades de muestreo se sefialan en el mapa de la Figura 1y en la
Tabla 1 se indica el nimero de individuos muestreados por cada localidad. Ademas,
en la Figura 2 se muestran imagenes de algunos individuos y ambientes de las
localidades muestreadas, donde se observa una disminucion de vegetacion hacia el
norte. Cada individuo muestreado fue georreferenciado y se recolectd tejido de raiz

el cual fue conservado en Buffer salino CTAB a -4°C.

20



Tabla 1
Tabla de namero individuos por localidades de muestreo ordenados de Norte a Sur.

Localidad muestreo Nro. individuos Especie
Cifuncho 5 E. rodentiophila
Atacama 13 E. rodentiophila
Chanaral 4 E. rodentiophila
Puquios 7 E. aurata var. spinibarbis

Carrizalillo 7 E. aurata

Chollay 10 E. aurata

Los Choros 5 E. aurata

Pangue 5 E. aurata

Rio Hurtado 6 E. aurata

Quebrada Seca 3 E. aurata

Fray Jorge 5 E. aurata

Cuesta El Espino 4 E. aurata

Batuco 4 E. aurata

Los Patos 9 E. aurata
Total muestreado: 87 individuos
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Figura 1. Distribucion de las poblaciones de E. rodentiophila (puntos azules), E. aurata var.
spinibarbis (punto verde) y E. aurata (puntos rojos), en el gradiente latitudinal de aridez. Se

indican los nombres de las localidades de muestreo.
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Figura 2. Individuos y ambientes de zonas de muestreo. Paisajes evidencian el gradiente
arido. (A) E. rodentiophila de Cifuncho. (B) Localidad de Chanaral. (C) E. aurata de Chollay.
(D) Localidad de Pangue. (E) E. aurata de Los Patos. (F) Localidad de Batuco.
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2.2 Extraccion de ADN

Se realizd extraccion de ADN de las muestras de tejido de raiz mediante una
metodologia estandarizada (Edwards et al. 1991). En primer lugar, se procedio6 a
moler 20mg de tejido de raiz de manera manual con un mortero y nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo. Luego, se anadieron 600ul de buffer de extraccion y se aplico
vortex por 20 segundos. Después de centrifugar por 1 minuto (13.000 RPM), se
transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo. Se anadido y mezclo 400ul de
isopropanol, se dejo actuar por 2 minutos a temperatura ambiente, para luego
centrifugar por 5 minutos (13.000 RPM) y descartar el sobrenadante. Luego,
enjuagamos con 500ul de EtOH 70%, se centrifugd nuevamente por 5 minutos y se
descartd el sobrenadante. Finalmente se dejé secar el pellet de 10 a 15 minutos a

temperatura ambiente y se agregd 50l de TE. Se conserva el ADN a -80°C.

Se comprueba mediante electroforesis la presencia de bandas de ADN en el gel de
agarosa tras su tincion y visualizacion bajo luz UV. Por ultimo, el ADN se

estandarizo a aproximadamente 50 ng/ul con NanoDrop.

2.3 Secuenciacion DarTseq

El ADN fue procesado en Diversity Arrays Technology Pty. Ltd. (Canberra,
Australia), utilizando para el genotipado la tecnologia DArTseq (Sansaloni et al.
2011; Steane et al. 2014). DArTseq es un método de la familia Radseq, basado en la
reduccion del genoma que se diferencia de otros métodos por su capacidad para
seleccionar de forma inteligente en un genoma las areas predominantemente activas

(baja secuencia de copias) y las secuencias repetitivas de menor valor.
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El primer paso del proceso DArTseq implica la seleccion de enzimas de restriccion
para que proporcionen el mejor equilibrio entre: 1. Obtener una fraccion adecuada
del genoma representado, 2. Una profundidad de lectura adecuada para cada
fragmento y 3. Niveles adecuados de polimorfismo. Esto es especifico de la especie
y, por lo tanto, requiere una optimizacion inicial. Una vez seleccionadas las enzimas,
se corta el ADN en fragmentos aleatorios de la secuencia y se agregan primers y
“codigos de barra”. Luego se apilan seguin la similitud de la secuencia y se aplican
una serie de filtros patentados para seleccionar las etiquetas de secuencia que
incluyen un marcador SNP fiable (Gruber et al. 2019). Mediante este genotipado se
obtuvieron 121.209 SNPs con 33.76% de datos faltantes (NA).

2.4 Analisis estadisticos

2.4.1 Identificacion preliminar de diferencias climaticas entre especies

Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (PCA) con las 19 variables
bioclimaticas obtenidas desde WorldClim, extraidas para cada coordenada
geografica de los puntos muestreados de ambas especies con la funcién PCA
{FactoMineR} (Lé et al. 2008). Esto con el objetivo de visualizar las ocurrencias de las

especies en el espacio climatico.

Posteriormente se procedid a realizar analisis bioinformaticos relacionados a la
asociacion genotipo- ambiente. Cada etapa y andlisis fue en busqueda de responder
los objetivos especificos. El diagrama de flujo (Figura 3) resume los pasos que se

fueron siguiendo.
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Figura 3. Diagrama de flujo de metodologia sobre analisis bioinformaticos con
informacion molecular.

2.4.2 Seleccion de predictores climaticos

En relacion con el objetivo especifico nimero 1, para los andlisis preliminares

se descargaron 26 variables (Tabla 2). En primer lugar, se obtuvo de la plataforma

Chelsa (Brun et al. 2022) las 19 bioclimaticas clasicas, ademas de CMI-mean, HURS-

mean y PET-mean (resolucion 30 arc-sec, 1981-2010), considerando que los valores

deben multiplicarse por 0.1 y en algunos casos restar -273.15 para recuperar valores

en unidades correctas. Desde WorldClim (Fick and Hijmans 2017) se obtuvo

Radiacién anual y Elevacion (resolucion 30 arc-sec,1970-2000). Por ultimo, desde un

trabajo de Zomer y colaboradores en 2022 (resoluciéon 30 arc-sec,1970-2000), se
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obtuvo el indice de aridez (los valores deben multiplicarse por 0,0001 para recuperar

los valores en las unidades correctas) y de evapotranspiracion. Para eliminar la

colinealidad de las variables se utilizéd complementariamente vifcor {usdm} (Naimi

et al. 2014) y chart.Correlation {PerformanceAnalytics} (Peterson and Carl 2020).

Tabla 2

26 variables iniciales consideradas para los andlisis moleculares.

N° Codigo Variable
1 BIO1 Annual Mean Temperature
2 BIO2 Mean Diurnal Range
3 BIO3 Isothermality
4 BIO4 Temperature Seasonality
5 BIO5 Max Temperature of Warmest Month
6 BIO6 Min Temperature of Coldest Month
7 BIO7 Temperature Annual Range
8 BIOS Mean Temperature of Wettest Quarter
9 BIO9 Mean Temperature of Driest Quarter
10 BIO10 Mean Temperature of Warmest Quarter
11 BIO11 Mean Temperature of Coldest Quarter
12 BIO12 Annual Precipitation
13 BIO13 Precipitation of Wettest Month
14 BIO14 Precipitation of Driest Month
15 BIO15 Precipitation Seasonality
16 BIO16 Precipitation of Wettest Quarter
17 BIO17 Precipitation of Driest Quarter
18 BIO18 Precipitation of Warmest Quarter
19 BIO19 Precipitation of Coldest Quarter
20 CMI- mean Average Monthly Climatic Humidity Index
21 HURS-mean Monthly Average Relative Humidity near the Surface
22 PET-mean Average Monthly Potential Evaporation
23 Rad Radiation
24 E Elevation
25 Al Global Aridity Index
26 ETO Global Reference Potential Evapotranspiration
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2.4.3 Busqueda de Adaptacion

En relacion con el objetivo especifico nimero 2 se realizaron los pasos siguientes
(3.4.3.a-e):

a) Filtrado de matriz inicial

De los SNPs que se obtuvieron con el método DarTseq sin genoma de referencia,
sino que apilando las secuencias idénticas, se realizo un filtrado con las
recomendaciones del manual Dart (Gruber et al. 2017) y el paquete de R {dartR}
(Mijangos et al. 2022) segun: loci monomorficos, profundidad de lectura con th=
default, repetibilidad promedio de los alelos en un locus con th=0.9, eliminacion de
datos faltantes segtin el método de locus con th=0.6 y por ultimo frecuencia de alelos

menores.

b) Imputacion de matriz inicial

Para poder cumplir con el segundo objetivo especifico y sus respectivos analisis,
se generd una matriz sin datos faltantes. Para poder completarla fue necesario
realizar un analisis preliminar de grupos genéticos, dado que la imputacién de los
genotipos faltantes se basa en los coeficientes de ascendencia estimados y en las
frecuencias de los genotipos ancestrales. Probamos valores de K que van de 1 a 10
utilizando un algoritmo de factorizacion de matriz no negativa dispersa (Frichot et
al. 2014; Forester et al. 2018) implementando la funcion snmf {LEA} (Frichot and
Francois 2015) con K = 1:10, 1000 iteraciones y entropy = TRUE. El andlisis estima
correlaciones entre variables geogréficas, ecoldgicas y frecuencias alélicas,
simultdneamente infiere los niveles de fondo de la estructura de la poblaciéon
(Frichot et al. 2013; Frichot and Frangois 2015), similar a lo que realiza STRUCTURE
(Pritchard et al. 2000). Graficamos los valores de entropia cruzada y seleccionamos
K en funciéon del punto de inflexion en estas graficas; cuando el punto de inflexién
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no estaba claro, usamos el valor donde la pérdida de entropia cruzada adicional era
minima (Forester et al. 2018). De esta forma, tenemos un valor de grupos genéticos

preliminares, que nos permite obtener la matriz genética imputada sin NA.

c) Busqueda de adaptacion segin Modelo Mixto de Factores Latentes

Para identificar SNPs candidatos a adaptacion y SNPs neutrales, se utilizo la
matriz genética imputada y la matriz ambiental para realizar un Modelo Mixto de
Factores Latentes (LFMM), el cual es un método bayesiano que se utiliza para probar
asociaciones entre loci y gradientes ambientales (Malekmohammadi et al. 2023). La
variable de respuesta es una matriz genotipica y las variable explicativa es la matriz
ambiental factores ambientales. Para evitar falsos negativos por efecto de la
estructura o aislamiento por distancia y la distribucion nula subyacente (Frichot et
al. 2013), Ifmm utiliza como factor latente la estructura de la poblacion, que procede
del andlisis snmf. El programa estima correlaciones entre las variables ambientales y
frecuencias alélicas, contrastando con una hipdtesis nula. El objeto resultante puede
ser utilizado para identificar SNPs que muestren asociacion con gradientes
ecologicos o fenotipos (Forester et al. 2018). Todo esto realizado mediante la funcion
Ifmm2 {LEA} (Frichot and Francois 2015). El resultado del LFMM son dos matrices,
la primera es una matriz de datos neutrales (matriz 1) y la segunda, una matriz de

datos candidatos a adaptacion (matriz 2).

d) Busqueda de adaptacion segtin Anadlisis de Redundancia

Adicionalmente, se realiz6 un Analisis de Redundancia (RDA) para encontrar
SNPs candidatos adaptacion mediante un método complementario. Este método
identifica efectivamente los loci asociados con las variables ambientales

(Malekmohammadi et al. 2023). Se utilizé la matriz imputada total inicial de SNPsy
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de variables ambientales. Se eliminaron los altos factores de inflacion de varianza
(indice que cuantifica la multicolinealidad) que podrian sobreestimar los resultados
para este analisis, por lo que fueron eliminadas con la funcién vif.cca {vegan}
(Oksanen et al. 2022). Se calcula la proporciéon de la varianza explicada por los
predictores ambientales, la cual se ajusta segun el niumero de predictores y se
procede a realizar el andlisis RDA mediante la funcion cca {vegan} (Oksanen et al.
2022).

Mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) se comprueba si el modelo RDA es
significativo y si hay relacion entre los datos SNPs y los predictores ambientales con
la funcién anova.cca {vegan} (Oksanen et al. 2022). Ademas, se realizd un analisis
para verificar la importancia de cada eje del RDA anova.cca {vegan} by="axis" p<0,05
(Oksanen et al. 2022) y determinar en cudles ejes se debe buscar candidatos a
adaptacion local (Legendre et al. 2011). Los histogramas de las cargas en cada eje
RDA generalmente muestran distribuciones normales. Es mds probable que los SNP
que se cargan en las colas estén bajo seleccion en funcion de los predictores. Por lo
tanto, se identificaron valores atipicos (candidatos a adaptacién) como SNP que se
cargan en las colas de estas distribuciones, limite de desviacién estandar 2.5 (p de
dos colas = 0,012).

Identificamos SNP para la carga de adaptacion local para los primeros 5 ejes
significativamente restringidos. Se eliminan detecciones duplicadas, es decir, SNPs
que se identifican como candidatos a la adaptacion en mas de un eje RDA (Forester

et al. 2018).

e) Vinculo Analisis de Redundancia y Modelo Mixto de Factores Latentes

Con esta informacion se realizd un vinculo con metodologia Ifmm, donde se

concatenaron los SNPs candidatos a adaptacion que se encontraron en comun segin

30



ambas metodologias de busqueda de adaptacion (RDA y LFMM). Por lo tanto, se
obtiene un tercer conjunto de datos (matriz 3).

Esta tercera matriz contiene especificamente los SNPs candidatos a adaptacién
concatenados entre ambas metodologias y ademads la informacién de qué predictor
ambiental esta mas correlacionado con cada uno de estos SNPs, lo cual fue obtenido
segln informacion entregada por RDA (Forester et al. 2018). Esta tercera matriz de
datos SNPs fue utilizada so6lo para el ultimo analisis, no para determinaciéon de

cltsteres genéticos, ni para modelo de disimilitud generalizado (GDM).

2.4.4 Determinacion de grupos genéticos segiin Modelo Mixto de Factores
Latentes

En relacion con el objetivo especifico nimero 3, para determinar los grupos o
cltsteres genéticos, es decir, los grupos que comparten un conjunto de caracteristicas
genéticas que los distinguen de los demas, se realiz6 nuevamente el andlisis snmf
con la matriz de datos neutrales (matriz 1), snmf {LEA} con K =1:10, 1000 iteraciones
y entropy = TRUE (Frichot and Frangois 2015).

Este mismo andlisis también se realiz6 para la matriz de datos candidatos a
adaptacion (matriz 2) a modo de comparar en cual matriz de datos hay mayor
divergencia genética de SNPs. En caso de haber mayor divergencia genética en la
matriz candidata a adaptacidon, se sugiere que estan reflejados los procesos
adaptativos. Esto seria esencial para el cumplimiento de la hipétesis.

Ademas, se hizo un Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA), tanto con
el set de SNPs neutrales como con aquellos candidatos a adaptacion, para visualizar
la similitud genética de individuos y poblaciones mediante la ordenacion del
Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) (Gower 1966; Gruber et al. 2019). Esto

mediante la funcion gl.pcoa {dartR} (Mijangos et al. 2022).
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2.4.5 Diferenciacion genética neutrales v/s candidatos segin Modelo Mixto de
Factores Latentes

En relacion con el objetivo especifico namero 4, se comparan matrices 1y 2
(neutral y candidata a adaptacién), para determinar qué datos explican mejor la
cantidad de cltsteres genéticos y su divergencia genética. Primero, evaluando el
indice de fijaciéon (Fst) para poder observar qué tan distantes o diferenciadas
genéticamente estan los clasteres genéticos, segiin cada matriz de datos.
Entonces, tanto como con los cltsteres del set de datos neutrales, como con el set de
SNPs candidatos a adaptacion, se realizaron andlisis para determinar los valores del
indice de fijacion (Fst), gl.fst.pop {dartR}, bootstraps= 10000, intervalo de confianza
95% (Mijangos et al. 2022).

Posteriormente y siguiendo la misma logica, se realizo un Analisis de Varianza
Molecular (AMOVA) con cada uno de estos conjuntos de datos por separado (matriz
de datos neutrales y matriz de datos candidatos a adaptacion), considerando los
clasteres genéticos obtenidos de la neutralidad como Poblaciones y las localidades
de muestreo como Subpoblaciones. Esto con el objetivo de medir la estructura
genética de las poblaciones en términos de diferencias a distintos niveles y comparar
ambos conjuntos de datos para encontrar cudl de ellos explica de mayor forma la
diferenciacion entre los clusteres genéticos. Se calcularon los valores de los
coeficientes de correlacion genética Phi (®) que miden la correlacion de la
informacidn genética alelos/haplotipos entre diferentes niveles jerarquicos. El valor
de Phi es entre -1 y 1. El valor cercano a 1 indica fuerte diferenciacién genética. Esto
mediante la funcion poppr.amova {poppr} (Kamvar et al. 2015). Por altimo, se realizo
test Monte-Carlo con la funcion randtest {ade4} (Thioulouse et al. 2018) con 99

pruebas de permutacion, considerando un umbral de significancia de 0.05.
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2.4.6 Predictor ambiental mas contribuyente en la divergencia genética

En relacion con el objetivo especifico nimero 5 se realizaron los pasos siguientes
(3.4.6.a-c):

a) Modelo de Disimilitud Generalizada segiin Modelo Mixto de Factores

Latentes

Para determinar cudles variables ambientales explican mayormente la variacion
adaptativa de los grupos, se realizo un Modelo de Disimilitud Generalizada (GDM)
(Ferrier et al. 2007). GDM es una técnica estadistica con enfoque no lineal basado en
distancias, que modela asociaciones genotipo-ambiente (Fitzpatrick et al. 2022) y que
se adapta a una tasa variable de cambio en las frecuencias alélicas de las poblaciones
presentes en gradientes ambientales (Varas-Myrik et al. 2022).

El enfoque se adapta a dos tipos de no linealidad que se encuentran comtinmente
en conjuntos de datos ecoldgicos: 1. La relacion no lineal entre el aumento de la
distancia ecoldgica y la disimilitud de composicion genética observada entre sitios;
y 2. Las diferencias en la tasa de variacion de la composicidon genética en diferentes

poblaciones a lo largo de los gradientes ambientales (Ferrier et al. 2007).

Ajustar un GDM requiere primero preparar los datos de entrada en un formato
especifico. Se necesita una tabla de predictores por sitio (que seria la matriz
ambiental) y otra de variables respuesta, es decir, una matriz de distancia que
contiene los indices de disimilitud genética entre poblaciones, la cual se obtuvo al
aplicar vegdist {vegan} method = “Jaccard” (Oksanen et al. 2022) sobre la matriz
bialélica que contiene los loci candidatos a adaptacion. Luego, la funcion
formatsitepair {gdmy}, dist = “bray” (Fitzpatrick et al. 2022), toma los datos predictivos
(que incluyen datos ambientales y geograficos), mas los datos bioldgicos (la matriz
de distancia de los SNPs candidatos a adaptacion) y crea una tabla de pares de sitios.
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El formato de la tabla de entrada para GDM se ha desarrollado para permitir el
modelado en una amplia variedad de circunstancias posibles, permitiendo la opcion
de ajustar modelos sin utilizar todos los pares de sitios posibles (Mokany et al. 2022).
Se eliminaron de la matriz todos los pares que sean de individuos de un mismo
claster genético para analizar exclusivamente las diferencias entre los clusteres. Por
ultimo, con esta tabla final de pares, se procede al ultimo paso que entregara el
resultado que determina cual predictor explica mayormente la divergencia de los

grupos genéticos, esto con la funcion gdm {gdm}, geo=T (Fitzpatrick et al. 2022).

Se realizo el test de wvalidacion cruzada gdm.crossvalidation {gdm},
train.proportion=0.9, n.crossvalid.tests=default (Fitzpatrick et al. 2022), para ver si el
modelo GDM se ajusta bien a los datos, utilizando todos los predictores de la tabla
de entrada y la funcion gdm.varlmp {gdm}, predSelect=FALSE, nPerm=50,
pValue=0.05 (Fitzpatrick et al. 2022), para realizar pruebas que estimen la
importancia de los predictores y del modelo de disimilitud generalizada. Esto
mediante permutaciones que aleatorizan los valores de un predictor y luego ajusta
nuevamente el modelo para ver cdmo afecta al rendimiento de este. La importancia
del predictor se cuantifica como el cambio porcentual en la desviacion explicada
entre un modelo ajustado con y sin ese predictor permutado (Ferrier et al. 2007;
Mokany et al. 2022). Cualquier predictor en el que los coeficientes I-spline sume cero,

se elimina de forma preventiva.

b) Analisis de Redundancia (RDA)

Adicionalmente, se realizé un analisis de redundancia (RDA, ver seccion 3.4.3.d)

mediante la funcidon cca {vegan} (Oksanen et al. 2022). Este es un método que
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combina regresion multivariable y PCA. El modelo encuentra combinaciones
lineales de multiples predictores (aqui variables ambientales) que explican las
combinaciones lineales de multiples variables de respuesta (aqui los SNPs), mientras
maximiza la varianza explicada en las variables respuesta. Las combinaciones
lineales de variables respuesta se llaman ejes candnicos del RDA, y cada eje esta
correlacionado con multiples predictoras (Harrisson et al. 2017). De esta forma,
también podemos identificar los predictores ambientales que estan contribuyendo
en la diferenciacion de los clusteres genéticos. La disposicion relativa de estos
elementos en el espacio de ordenacion refleja su relacion con los ejes de ordenacion,

que son combinaciones lineales de las variables predictoras.

c) Contraste con resultado Modelo Generalizado de Disimilitud segiin matriz

concatenada Modelo Mixto de Factores Latentes y Analisis de Redundancia

Con la tercera matriz de datos SNPs candidatos a adaptacion concatenada entre
ambas metodologias (RDA y LFMM) (obtenida en la seccion 3.4.3.e) y la informacion
del predictor ambiental mas correlacionado con cada uno de estos SNPs se
contrastan los resultados del andlisis GDM. Primero se eligen inicamente los SNPs
correlacionados a las variables que fueron mas importantes segin resultado GDM.
Con este set de datos entonces, se realiz6 AMOVA poppr.amova {poppr}(Kamvar et
al. 2015), con el objetivo de determinar cuanto explican estos SNPs asociados al
predictor climatico, la variacion de los cltsteres genéticos. De esta forma se contrasta
el resultado sobre la importancia del predictor ambiental que resultd del analisis

GDM.

Todos los analisis bioinformaticos se realizaron en el software R, version 4.2.2 (R
Core Team 2023).
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacion preliminar de diferencias climaticas entre especies

Los resultados del Anadlisis de componentes principales (PCA) con datos
geograficos y climaticos basicos muestra que ambas especies estrechamente
emparentadas, presentan poblaciones en una amplia distribucion, pero sin
solaparse. No hay barreras vicariantes evidentes, lo que nos hace considerar al clima
para dilucidar la diferenciacién de las poblaciones. Para este caso no se incluyé E.
aurata var. Spinibarbis para mantener la homogeneidad de los datos a comparar, ya
que su variabilidad podria sesgar el resultado hacia otras interpretaciones. Se
obtuvo como resultado que ambas especies tienen rangos climaticos distintos, por
lo tanto, estan separadas en el espacio climatico (Fig. 4). De esta forma, es posible
que algtin predictor climatico en especifico no solo segregue a las especies

geograficamente, sino también de manera genética.

|
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<_<“.__<<._<<..._<<..__...__..._<.....

Dim2 (16.2%)

E. aurata
A  E.rodentiophila

Dim1 (60.9%)
Figura 4. PCA representando el 77% de la diferenciacion del nicho climatico de Eriosyce
aurata (en rojo) y E. rodentiophila (en azul). No se incluye variedad.
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3.2 Predictores Climaticos

Para los analisis genomicos, se realiz6 la seleccion de variables climaticas. Se
utilizaron 13 variables seleccionadas luego de la eliminacion de colinealidad (Figura
5): Elevacidon, Radiacion anual (RAD), Rango diurno medio de temperaturas
promediadas durante 1 afio (BIO2), Isotermalidad (BIO3), Temperatura media del
Trimestre mas seco del afio (BIO9), Temperatura de trimestre mas calido del afo
(BIO10), Precipitacion del mes mas seco (BIO14), Coeficiente de Variacion de
Estacionalidad de las Precipitaciones (BIO15), Indice de humedad climética mensual
promedio durante 1 afio (CMI-mean), Humedad relativa media mensual cerca de la
superficie durante 1 afio (HURS-mean), Evaporacion potencial mensual promedio
durante 1 ano; calculado con la ecuacion de Penman-Monteith (PET-mean, Monteith
1965), indice de aridez global (Global-Al) y la evapotranspiracion potencial de
referencia global (Global-ETO, similar a PET).
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Figura 5. Tabla final de predictores luego de eliminar variables por colinealidad.
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3.3 Busqueda de adaptacion

Para los 87 individuos de 14 localidades de muestreo, los datos SNPs
originales recibidos fueron 121.209 SNPs con el 33.76% de datos faltantes (NA).
Posterior al filtrado, la matriz de SNPs quedo con 26.965 SNPs con un 22.08% de
datos faltantes. Para imputacion de datos faltantes en la matriz se utilizd primer
resultado de poblaciones segin snmf. El valor fue K=5 (Figura 6). Este valor solo es
utilizado para realizar la imputacion de datos faltantes considerando el resultado
preliminar de que hubiera 5 grupos genéticos.

Con esta matriz total imputada, se procedid a separar los datos SNPs para
buscar adaptacion segin método LFMM, donde de los 26.965 SNPs totales se obtuvo

un matriz de 26.490 SNPs neutrales y otra matriz de 475 SNPs candidatos a

adaptacion.
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Figura 6. Grafico indica el nimero de poblaciones preliminares inferidas mediante snmf'y
utilizadas inicamente para realizar la imputacion de datos faltantes.
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3.4 Determinacion de grupos genéticos segin Modelo Mixto de Factores
Latentes

Con la matriz 1 de SNPs de datos neutrales (26.490 SNPs) se determinaron los
clusteres genéticos segtin el valor minimo de entropia cruzada snmf, resultando K=6

(Figura 7).

Cross-entropy
0.46 0.48 0.50
| | |
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Figura 7. Gréfico indica el nimero de clusteres genéticos inferidos mediante snmf con
matriz Neutral. K=6.

La especie E. rodentiophila se mantiene como tinico grupo genético nombrado como
Cifuncho- Chanaral conteniendo las 3 localidades de muestreo: Atacama, Cifuncho
y Chanaral (celeste), mientras que E. aurata se separa en 5 grupos diferenciados
(Figura 8A y Figura 9), siendo una novedad dentro de la taxonomia de la especie. El
primer grupo nombrado Puquios estd formado por individuos de la localidad de
Puquios (morado). El segundo grupo nombrado Carrizalillo contiene individuos de
la localidad de Carrizalillo (coral). El tercer grupo, nombrado Chollay contiene

individuos de la localidad de Chollay (mostaza). El cuarto grupo nombrado
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Coquimbo contiene individuos de las localidades de Los Choros, Rio Hurtado, Fray
Jorge, Pangue, Batuco, Cuesta el Espino, Quebrada Seca y Los Patos (verde). El
quinto grupo de E. aurata es nombrado Putaendo y estd formado por individuos de
las localidades de Batuco y Los Patos (azul). Estos son los 6 clusteres (K=6) utilizados
en los andlisis posteriores.

De estos 6 clusteres genéticos segun la neutralidad, es interesante destacar a
Carrizalillo (color coral, Figura 8A y Figura 9), por ser el grupo con menor
interacciéon genética con otros grupos. Por otro lado, las poblaciones mas
septentrionales que correspondian a E. rodentiophila, resultaron ser un mismo claster
genético Cifuncho- Chafaral (color celeste, Figura 8A y Figura 9), pero
compartiendo genes con casi todos los grupos, incluso el grupo lejano Coquimbo
(color verde), exceptuando a grupo mas al sur Putaendo (color azul).

Por otro lado, con la matriz de datos candidatos a adaptacion (matriz 2) se
obtuvieron 8 poblaciones (Figura 8B y Figura 10). Por lo tanto, la matriz de
candidatos a adaptacion muestra mayor diferenciacién en comparacion con datos

neutrales.

El resultado del andlisis de coordenadas principales representa una visualizacién de
las similitudes entre poblaciones. Esto indica que para SNPs neutrales el eje 1 explica
22.9% y el eje 2 explica 9.4%. Esto quiere decir que en dos dimensiones la variacion
total es explicada un 32.3% por la neutralidad (Figura 11A). En el caso de candidatos
a adaptacion el eje 1 explica un 33.4% y el eje 2 explica 21.4%, por lo que la variacién
total de los datos candidatos a adaptacion es explicada en un 54.8% en dos
dimensiones (Figura 11B). En ambos casos se observa como los individuos de cada
grupo estan cercanos en el espacio indicando su similitud genética. En la matriz de
datos candidatos a adaptacidn, la poblacion Chollay se muestra como un grupo
genéticamente mas distante a los demas (Figura 11B).
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Figura 8. Bar plot snmf. (A) Segtin matriz de SNPs Neutrales, K=6. Los colores indican cada
claster genético. (B) Segun matriz de SNPs candidatos a adaptacion (K=8). Cada color
indica un grupo genético distinto.
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Carrizalillo
Chollay

Cifuncho-Chanaral

Coquimbo

Puquios

Putaendo

Figura 9. Mapa de clusteres genéticos (matriz 1 neutral). Al igual que en barplot (Fig. 8A)
los colores son: Eriosyce rodentiophila: Celeste= Cifuncho- Chafaral. E. aurata var.
spinibarbis: Lila= Puquios. E. aurata: Coral= Carrizalillo, Mostaza= Chollay, Verde=
Coquimbo, Azul=Putaendo.
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Figura 10. Mapa de grupos genéticos (matriz 2 putativa a adaptacion). Al igual que en bar

plot (Fig. 8B) los colores son: Eriosyce rodentiophila: Amarillo= Cifuncho, Negro= Chanaral.

E. aurata var. spinibarbis: Azul=Puquios. E. aurata: Marrén= Carrizalillo, Naranjo= Vallenar,
Gris= Chollay 2, Rosado= Chollay, Celeste= Coquimbo- Putaendo.
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Figura 11. Analisis de coordenadas principales (PCoA) considerando K=6 segin
neutralidad. (A) Realizado con matriz 1 neutral. (B) Realizado con matriz 2 putativos a
adaptacion.
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3.5 Diferenciacion genética neutrales v/s candidatos segin Modelo Mixto
de Factores Latentes

Para los grupos genéticos obtenidos con ambas matrices, el indice de fijacion
(Fst) dio significativo (p<0.05). Para los grupos obtenidos con la matriz neutral (Tabla
3 y Figura 12A) se obtuvieron valores mas cercanos a 0 en comparacion con los
valores de Fst en la matriz de datos candidatos a adaptacion (Tabla 3 y Figura 12B),
la cual tiene valores mas cercanos a 1.

El resultado para el set neutral (Tabla 3 y Figura 12A), es concordante con el
analisis de estructura, indicando que el grupo mas diferenciado es Carrizalillo, dado
que tiene valores mas cercanos a 1, lo cual es coincidente con el set de datos
putativamente adaptativos que también indica ser el grupo mas diferenciado (Tabla
3y Figura 12B). De todas formas, hay pocos valores muy cercanos a 0, lo que indica
que hay bastante estructura para ambos conjuntos de datos, pero en general hay

mayor estructura para datos candidatos a adaptacion.

Tabla 3

Valores Fst para los grupos obtenidos con la matriz de SNPs neutrales (sobre la diagonal) y
para datos candidatos a adaptacion (bajo la diagonal). Valor 0 indica grupos idénticos,
mientras que 1 indica diferenciacion absoluta.

Cifuncho- Ch Coquimbo Putaendo Puquios Chollay  Carrizalillo
Cifuncho- Ch 0 0.415 0.482 0.356 0.431 0.449
Coquimbo 0.633 0 0.12 0.427 0.363 0.458
Putaendo 0.683 0.066 0 0.514 0.475 0.547
Puquios 0.518 0.596 0.749 0 0.491 0.524
Chollay 0.663 0.727 0.681 0.599 0 0.533
Carrizalillo 0.556 0.625 0.761 0.649 0.579 0
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Figura 12. Heat map FST. (A) Similitud de los cltsteres genéticos segtin datos neutrales.
(B) Similitud de los clasteres genéticos segtin datos candidatos a adaptacion.

46



Tabla 4
Tabla resumen AMOVA a distintos niveles de jerarquia.

Variacion (c) Adaptativos Neutrales

Entre poblaciones 57% (p<0.05 37.64% (p<0.05)

Entre subpoblaciones

dentro de las poblaciones | L>+4% (P<005)  8:42% = (p<0.05)

Entre muestras dentro de

las subpoblaciones 16.93% (p<0.05) 27.27% (p<0.05)

Dentro de las muestras 13.62% (p<0.05) 26.66% (p <0.05)

Los resultados del anadlisis de varianza molecular (AMOVA) indican tanto en la
matriz neutral como candidata a adaptacion que, de todos los niveles jerarquicos, la
mayor variacion es entre poblaciones (Tabla 4), es decir, entre los 6 clasteres
genéticos. Ademads, las pruebas de significancia muestran que las variaciones en
todas las categorias son significativas (p < 0.05) con respecto a lo que se esperaria
por azar. Valores Phi (®) indican mismo resultado, pero en decimal, por lo que no

se indican en una tabla, para evitar redundancia.
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3.6 Predictor ambiental mas contribuyente en la divergencia genética

a) Modelo de Disimilitud Generalizada segin Modelo Mixto de Factores

Latentes

Las métricas de la prueba de validacion cruzada indican que el modelo GDM se
ajusta bien a los datos y estd haciendo predicciones precisas. El modelo estd
explicando el 86.2% de la variacion de los datos, con un error promedio de 0.01.
Ademas, la medida de correlacion entre los valores observados y predichos es de
0.95, muy cercano a 1, lo que indica un excelente ajuste.

Los resultados del GDM indican que hay una fuerte relacion entre la distancia

ecoldgica y la disimilitud en la composicion (Figura 13).

Solo 4 predictores son significativos del modelo (p-value < 0.05). Entre estos
predictores significativos la variable BIO09 (Temperatura media del trimestre mas
seco) es la variable ambiental mas importante seguido por el indice de aridez y la
elevacion. Por otro lado, PET (Evaporacion) tiene valor NA, dado que no converge
en ninguna de las permutaciones (Tabla 5). Por lo tanto, segtin estos resultados, la
variable que explica mayormente las diferencias entre los grupos es la Temperatura
media del trimestre mads seco, la cual exhibié gran importancia entre los 8 y 15 °C.
Sobre los 15 °C la pendiente disminuye mostrando un comportamiento constante, lo
cual representa que sobre esta temperatura no influye en la diferenciacion de los
grupos. En el caso del indice de Aridez, que es la segunda variable mas importante,
los valores mas cercanos a 0 indican hiper aridez mientras que los valores >0.65
indican humedad (United Nations Environment Programme et al. 1997). El GDM
demuestra la importancia en valores hiper aridos muy cercanos a 0, e

inmediatamente la pendiente se mantiene constante.
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Figura 13. Resultado GDM para cada predictor ambiental significativo. En orden

descendente de la variable que mas contribuye a la que menos contribuye a la

diferenciacién de los grupos. La altura maxima de cada curva indica la cantidad total de
cambio en las frecuencias alélicas asociadas con ese predictor (importancia de la variable).
La forma de cada curva indica como varia la tasa de cambio en las frecuencias alélicas a lo
largo del gradiente predictivo.

Tabla 5

Importancia (Imp) y significancia de los predictores (Pred) segtn el modelo GDM.
Pred | Geo Al BIO10 BIO15 BIO02 BIO03 BIO09 CMI HURS PET RAD E
Imp | 0262 0965 0.349 0.185 0.083 0.04 1693 0.162 0.019 NA 0.245 0.325
P-val | 0 0 014 02 036 09 002 024 08 NA 01 005
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b) Analisis de Redundancia (RDA)

Para el andlisis RDA se intento utilizar las mismas variables anteriores, pero al

ser otro método, mostraba fuertes correlaciones que afectan a este tipo de andlisis.

Por lo que, siguiendo las recomendaciones del manual, se volvio a eliminar la

colinealidad de variables, quedando solo 10 variables (Figura 14): BIO_02, BIO_03,

BIO_09, BIO_10, BIO_14, BIO_15, PET_MEAN, RAD_ANUAL, Aly ET. El resultado

del analisis de redundancia (Figura 15) apoya significativamente el papel de los

predictores ambientales en la configuracion de la distribucién de los genotipos (p =

0,001; R2 = 0,39173; R2 ajustado = 0,31170). Ademas, se encontré que 5 de sus ejes

son significativos para buscar adaptacion (Tabla 6). Explicando de manera

significativa un 84% de la varianza representada en 5 biplots.
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Figura 14. Tabla correlacion final de variables ambientales para analisis RDA.
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Tabla 6

Puntuaciones biplot que indican la magnitud de la asociacion de las variables climaticas con
cada eje RDA. El aumento de la asociacion entre el eje RDA y la variable climatica se indica
mediante puntajes biplot positivos mas grandes.

Codigo Nombre Variable RDA1 RDA2 RDA3 RDA4 RDA5
variable
Rango diurno medio de
BIO_02 temperaturas promediadas 0.44 -0.62 0.47 0.19 0.11
durante 1 anno
BIO_03 Isotermalidad -0.55 -0.09 0.12 -0.04 0.39
BIO_09 Temperatura media del 015 056 052 013  0.19
Trimestre mas seco del afio
BIO_10 Temperatura de trimestremds 15 005 041 014 013
calido del afno
BIO 14 Precipitacion del mes mas seco 0.4 -0.2 -0.29 -0.16 -0.14
Coeficiente de Variacion de
BIO_15 Estacionalidad de las 0.58 -0.03 0.15 0.09 0.5
Precipitaciones
PET MEAN |CVaporacionpotencialmensual 00 o7 18 023 035
promedio durante 1 afio
RAD_ANUAL Radiacion -0.05 -0.67 0.25 0.13 0.13
Al Indice de aridez global 0.79 0.46 -0.01 0.29 -0.24
ET Evapotransplrac‘lon potencial 056 -0.04 038 0.64 -0.01
de referencia global
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Figura 15: Biplot que resume resultados del RDA ejes 1 y 2. La nube de puntos gris oscuro
en el centro del grafico representa los SNP, y los puntos coloreados representan los
individuos codificados segtin poblacion (K=6). Los colores son: celeste= Cifuncho-

Chanaral, verde= Coquimbo, Azul= Putaendo, purpura= Puquios, mostaza= Chollay y

rojo= Carrizalillo. Los vectores azules representan predictores ambientales (consulte el
texto para ver las abreviaturas), donde la longitud de la flecha refleja la cantidad de

variacion en los genotipos SNP explicada por esa variable y los angulos de las flechas

representan la correlacion entre las variables.
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El biplot de la figura 15, muestra dos de los cinco ejes RDA significativos para
nuestros datos. Los predictores climaticos mds influyentes en la variacion de los
datos segin RDA son el indice de aridez (Al) para el eje RDA 1 y la temperatura
media del trimestre mas seco (BIO_09) para el eje RDA 2 (Tabla 6).

Por otro lado, se encontraron 1179 SNPs candidatos a adaptacion, pero luego al
eliminar duplicados en los ejes quedo un total de 1064 SNPs candidatos a
adaptacion. En el eje 1 se encontraron 24 SNPs, en el eje 2 hay 187 SNPs, en el eje 3
hay 90 SNPs, en el eje 4 hay 225 SNPs y en el eje 5 se encontraron 653 SNPs
candidatos a adaptacion. Cada uno de estos SNPs tienen mayor correlacion con

determinadas variables (Tabla 7).

Tabla 7
Cantidad de SNPs candidatos a adaptacion, clasificados segtin la variable ambiental con la
que muestran mayor asociacion en el analisis RDA.

Predictor Al BIO02 BIO03 BIOY9 BIO10 BIO14 BIO15 ET PET RAD

Cantidad

SNPs 70 94 79 72 3 4 47 542 9 144
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Figura 16. Resultado RDA para resaltar las cargas de SNP. (A) los ejes 1y 2 de RDA. (B)

los ejes 4 y 5. Forma gréfica de visualizar la relacion de SNPs con predictores. Los SNP
candidatos se muestran como puntos coloreados con codificacidon segun el predictor

ambiental mas altamente correlacionado. Los SNP no identificados como candidatos (SNP
neutrales) se muestran en blanco. Los vectores azules representan predictores ambientales.
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En los ejes RDA 1 y 2 (Figura 16A) la mayoria de los candidatos estan altamente
correlacionados con RAD_ANUAL y BIO_09. Se puede observar cémo los SNP
candidatos que se correlacionan con ET, Al y BIO_03 se ubican en el centro de la
grafica y no se detectaran como valores atipicos en estos ejes (Figura 16A). Sin

embargo, estos loci se detectan como valores atipicos en los ejes 4 y 5 (Figura 16B).

c) Contraste con resultado Modelo Generalizado de Disimilitud segin matriz

concatenada Modelo Mixto de Factores Latentes y Analisis de Redundancia

Entre los 1064 SNPs candidatos a adaptacion encontrados mediante RDA y los
475 mediante Ifmm, 101 SNPs fueron detectados en comun entre ambas
metodologias. Seguin la informacién que se obtuvo del RDA, cada uno de estos SNPs
estd mayormente correlacionado a una variable ambiental (Tabla 8), las variables
detectadas entre ambas metodologias fueron BIO02, BIO03, BIO09, BIO15, ET y
Radiacion (Tabla 8).

Tabla 8

Cantidad de SNPs candidatos a adaptacion concatenados entre RDA y LFMM, clasificados
segun la variable ambiental con la que muestran mayor asociacién. Resaltadas en color gris,
las variables de temperatura. BIO02= Rango de temperatura medio diurno, BIO03=
Isotermalidad, BIO09= Temperatura media del cuarto mas seco.

Variable BIOO02 BIOO03 BIO9 BIO15 ET RAD

SNPs 3 1 27 10 52 8
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Para verificar la influencia de la temperatura en la variacion de los datos y contrastar
con resultado GDM, se realiz6 otra matriz segin SNPs concatenados entre ambas
metodologias, pero solo los SNPs mas correlacionados con variables de temperatura.
De este modo, se consideraron los predictores Rango medio diurno de temperatura
(BIO02), Isotermalidad (BIO03) y Temperatura media del cuarto mas seco (BIO09),
resultando ser una matriz de 31 SNPs (tabla 8). Se han resaltado las variables de
temperatura (tabla 8) para contrastar la importancia de variables de temperatura en
general.

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) resuelve que los 31 SNPs
concatenados entre ambas metodologias que estaban mas correlacionados con
variables de temperatura (BIO02, BIO03 y BIO09), explican un 88,6% de la variacion
genética entre los 6 cltsteres genéticos (tabla 9). Los valores Phi soportan el mismo
resultado, indicando alta diferenciaciéon en los 6 cluster genéticos por SNPs

asociados a temperatura.

Tabla 9
Tabla resumen AMOVA y Phi (®) a distintos niveles de jerarquia.

Variacion Temperatura Phi (D)
Entre poblaciones 88.6% (p < 0.05) 0.887
Entre subpoblacio?es dentro 2.4% (p < 0.05) 0216
de las poblaciones
Entre muestras d‘entro de las 1.7% (p < 0.05) 02
subpoblaciones
Dentro de las muestras 7.1% (p <0.05) 0.929
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4. DISCUSION

Mediante este estudio se confirma la existencia de variacion genética adaptativa
entre las poblaciones de las especies de E. aurata y E. rodentiophila. De tal manera que
tal como se predijo, existe una menor diferenciacion genética en SNPs neutrales
comparado con SNPs candidatos a adaptacion. La variacion adaptativa se asocia
significativamente con la temperatura media del trimestre mas seco y también con
el indice de aridez. Estos resultados sugieren que la temperatura de los meses en que
menos llueve (verano para esta zona, es decir diciembre, enero y febrero) y la aridez,
serian las variables que mas influyen sobre la diferenciacién adaptiva de los grupos
genéticos y, de esta forma, promueven la especiacién ecoldgica, tal como fue

planteado en la hipdtesis.

4.1 Predictores climaticos y busqueda de adaptacion

Luego de una reduccién de variables ambientales, se detectaron 475 SNPs
candidatos a adaptacion (Matriz 2), lo que corresponde al 1,8% de los SNPs
rescatados. Se definieron variables apropiadas para evitar colinealidad, lo cual se
produce cuando hay una correlacion fuerte entre dos o mas variables predictivas
(Graham 2003). De esta forma, evitamos que esto pueda causar inestabilidad en la
estimacion de pardmetros en el modelo (Dormann et al. 2013). Se trabajo con
distintas variables climaticas asociadas a temperatura, precipitaciones, radiacion,
entre otras. Con estos predictores se realizo la deteccion de SNPs con potencial a ser
adaptativos segun el método LFMM, encontrando un total de 475 SNPs candidatos
a adaptacion (Matriz 2) y a su vez obtuvimos la informacion de los datos SNPs

neutrales (Matriz 1). De esta forma, los datos genéticos mas influenciados por efectos
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de la deriva génica y la historia demografica quedan separados de los putativos a
adaptacion local (Novembre and Di Rienzo 2009; Frichot et al. 2013), y asi se pudo
evaluar la evidencia de la adaptacion local probando si las variables ambientales

explicaban mas la varianza que los datos nulos.

4.2 Estructura genética neutral

El andlisis de estructura poblacional mediante datos neutrales (matriz 1) reveld
6 cltsteres genéticos (K= 6) entre ambas especies. La mayoria de la variacion genética
es entre grupos, en lugar de dentro de ellos (Tabla 4). Todos los clusteres genéticos
tienen similares niveles de divergencia genética (Tabla 3). Sin embargo, entre los
grupos Putaendo y Coquimbo (Fig. 12A) han acumulado menos diferencias
genéticas en comparacion que los otros grupos, pero si suficientes para que sean
grupos distintos segun la neutralidad (Fig. 8A). Los 6 clusteres genéticos sugieren
historias evolutivas independientes entre si, y dado el flujo genético que hay, podria
ser reciente y estar en vias de especiacion. La divergencia en la especiacion la
comienza en una pequena parte del genoma que participa en la generacion del
aislamiento reproductivo entre formas incipientes (Wu 2001). En un futuro, incluso
podria haber repercusiones taxondmicas para estos grupos, porque a pesar de que
la especie E. rodentiophila fue detectado como un tinico grupo genético, en la especie
E. aurata fueron detectados cinco grupos genéticos, lo cual no habia sido reportado

con anterioridad.
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4.3 Estructura genética adaptativa

Segun los datos que resultaron ser putativamente adaptativos (Matriz 2) de 475
SNPs, los individuos de estas especies se agrupan en 8 poblaciones. Esto indica una
respuesta a cambios micro ambientales que pueden ser a lo largo del gradiente
continuo ecologico y geografico, lo cual permite acumulaciéon de diferencias
genéticas, incluso formando estructuras genéticas (Duncan et al. 2015; Jiang et al.
2019; Yang et al. 2020). Es interesante reconocer que, segun los datos putativamente
adaptativos, E. rodentiophila es separado en 2 grupos genéticos. Por otro lado, E.

aurata estaria formado por 6 grupos genéticos.

La diferenciacion genética en SNPS candidatos a adaptacidon es mayor a la
encontrada para SNPs neutrales (Figura 8). Al comparar los resultados entre datos
neutrales (Matriz 1) y candidatos a adaptacion (Matriz 2), para determinar en qué
tipo de datos hay mayor diferenciacion genética, logramos identificar que hay
mayor divergencia adaptativa v/s la divergencia neutral (Tabla 3, 4 y Figura 12). El
analisis de estructura mostrd que, con el set de datos candidatos a adaptacion hay
mayor cantidad de grupos (K= 8), en comparacion con los datos neutrales, donde
resultaron ser menos grupos genéticos (K= 6). Los valores del indice de fijacion (Fsr)
que considera los cltsteres neutrales (K= 6) que estima los grados de diferenciacion
genética entre grupos (Weir and Cockerham 1984), también son mas altos para los
datos putativamente adaptativos, sugiriendo mayor diferenciacion. E1 AMOVA
igualmente indica que datos candidatos a adaptacion explican mayormente la

variacion de los 6 cltsteres genéticos en comparacion con datos neutrales.

Estos resultados reflejan que los grupos genéticos estdn mayormente diferenciados

por variaciones adaptativas, validando la primera prediccion de este trabajos. De
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hecho, el andlisis RDA, determind que las variables explicativas del modelo
(variables climaticas) justifican el 31% de la varianza, lo cual es una cantidad
relativamente alta de variacion en los genotipos SNP explicada por el clima si
tenemos en consideracién que, solo proporciones relativamente pequefias del

genoma controlan rasgos adaptativos especificos (Harrisson et al. 2017).

Debido a todo esto, los resultados indican que las presiones de seleccion han llevado
a una mayor diferenciacion entre las poblaciones en términos de rasgos adaptativos
en comparacion con los rasgos neutrales. Resultados similares han sido reportados
sobre divergencia genética significativa entre dos grupos, que fue detectada para
loci selectivos en lugar de neutrales, sugiriendo que los rasgos fueron seleccionados
por factores ambientales (Yang et al. 2020). Esto puede ser porque en entornos
cambiantes, la seleccion determina la diversidad genética de los genes adaptados,
en cambio la diversidad genética neutral se ve reducida por asociaciones aleatorias
independiente de las aptitudes (Neher 2013; Jiang et al. 2019) que puedan tener los

individuos.

4.4 Divergencia asociada a la temperatura y al indice de aridez

En esta investigacion se reporta adaptacion local en las distintas poblaciones de
E. aurata y E. rodentiophila, impulsada principalmente por la temperatura media del
trimestre mas seco (BIO-09) y el indice de aridez (AI) validando la segunda
prediccion de este trabajo. Esto se determind gracias a distintos andlisis que se
apoyan entre si. Por ejemplo, mediante el RDA se pudo interpretar que el eje 1 es
influenciado mayormente por el indice de aridez y el eje 2 por variables relacionadas
a la temperatura como BIO-09 y BIO-02. Segtin esto, la poblaciéon Cifuncho-Chafiaral
que corresponde a la especie E. rodentiophila destaca por estar en las condiciones mas
aridas y cdlidas. Por otro lado, la poblacion Chollay, que pertenece a la especie E.
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aurata, tiene el menor valor en el indice de aridez y estd en menores temperaturas.
Por lo demas, Chollay tiene la particularidad que los individuos que lo componen
difieren bastante entre si dentro del rango de temperatura (Fig. 15, eje 2). Gracias al
GDM se determino el rango especifico donde la temperatura media del trimestre
mas seco (BIO-09) contribuye mas a las diferencias de los 6 clusteres genéticos, la
cual se ve reflejada en la pronunciada pendiente dentro entre los 8 y 15 °C (Figura
13). En este rango de temperatura, se encuentran los individuos del grupo Chollay
donde en promedio la temperatura media del trimestre mas seco es de 13°C, sin
embargo, los demds grupos oscilan entre los 17 y los 19°C. Esto sugiere que la
poblacion Chollay podria estar experimentando una diferenciacion significativa de
las otras poblaciones impulsadas por la temperatura de verano. Estas pequefias
diferencias estan asociadas a grandes cambios en la disimilitud biologica (Ferrier et
al. 2007), y que contribuyen a la adaptacion local de los grupos. Estos resultados,
podrian estar sugiriendo que la mayoria de las poblaciones se han expandido hacia
los extremos gracias a las adaptaciones tanto a mayores temperaturas, como también
a mayor aridez. Chollay podria estar en condiciones diferentes en comparacion a las

otras poblaciones, adaptada a menores temperaturas.

Es posible distinguir patrones que manifiesten el efecto de la temperatura en rasgos
fenotipicos y su importancia sobre todo para ambientes desérticos. La temperatura
media del trimestre mas seco puede afectar a distintas areas bioldgicas en el
desarrollo de estas especies y dada la escasez del recurso hidrico, la temperatura
podria estar tomando un papel protagonico. Se ha reportado que las actividades de
las plantas del desierto estan altamente reguladas por la disponibilidad de agua y el
periodo de severa limitacion hidrica (Gurera and Bhushan 2020; Mohanta et al.
2023). Durante el verano, cuando la humedad y el agua son limitados, la
transferencia de calor se vuelve especialmente desafiante (Sandquist 2014). El estrés
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por calor, solo o combinado con otro factor como la sequia, puede afectar
gravemente la integridad de las membranas tilacoides y la funcion del fotosistema
II (Zhu et al. 2021; Ostria-Gallardo et al. 2023), restringiendo la fotosintesis. Al ser
una época con reducidas precipitaciones, las plantas de desierto aseguran su
supervivencia cuidando al maximo el agua de sus tejidos, lo que implica mantener
cerrados sus estomas para disminuir la transpiracion (Taiz and Zeiger 2007). Por lo
tanto, la temperatura externa influiria en cuanto aumenta la temperatura interna de
la planta, y podria poner en riesgo de desecacion el tallo y el sistema radicular del
cactus. Para una plantula nueva, la restriccion de la fotosintesis y procesos
metabdlicos podria ser determinante en su supervivencia. Se ha reportado que una
adaptacién importante para plantas de desiertos extremos es la tolerancia de las
plantulas jovenes a los periodos de desecacion (Gutterman 2002; Huang and
Gutterman 2007), por lo que no tener suficientes reservas hidricas o una gran
longitud de su raiz para abastecerse de agua, podria ser critico. De esta forma, la
temperatura media del trimestre mas seco podria afectar al reclutamiento de nuevas

plantulas, debido a la desecacion.

En las regiones frias del desierto, como, por ejemplo, donde se encuentra la
poblacion Chollay, las precipitaciones pueden ser en forma de nieve, lo cual podria
tener un papel tnico respecto al crecimiento y desarrollo de las plantas (Fan et al.
2014), sobre todo si pensamos en las plantulas. También podria verse diferenciada
de los otros grupos por no poder realizar con normalidad su apertura estomatica
nocturna debido a bajas temperaturas, afectando su captura de CO2. Seria
interesante cuantificar la importancia relativa en la divergencia de rasgos genéticos
y funcionales, para revelar procesos subyacentes de las estrategias adaptativas

(Thomas 2011), y asi obtener respuestas certeras.
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El efecto general de la temperatura en la divergencia adaptativa ha sido
documentado, por ejemplo, en un trabajo se estudid la vinculacion de los procesos
ecologicos y evolutivos con la adaptacion al ambiente, en un pariente del jengibre
llamado Zingiber kawagoii, que habita en Taiwan en ambientes de bosques, laderas y
valles (Li et al. 2022). El estudio, deja en evidencia que la divergencia fue impulsada
por la seleccion, actuando en un estrecho rango latitudinal, y que esta divergencia
adaptativa se vio afectada principalmente por el rango de temperatura anual (Li et
al. 2022). Para el caso de los desiertos, una investigacion sobre suculentas del clado
Euphorbia identifico un efecto diferencial entre condiciones secas y frias en
comparacion con condiciones moderadamente secas y calidas, evidenciando que las
variaciones de temperatura inducen una respuesta adaptativa en los desiertos
(Evans et al. 2014). Ademads, ese mismo trabajo demuestra la asociacion de la

suculencia como adaptacion a la aridez.

Las adaptaciones a la aridez y su relacion con la especiacion han sido de interés para
muchos autores. Por ejemplo, para el género biespecifico Pugionium, endémico del
desierto de Kubugqi y de Mu Us del noroeste de China, se examind la divergencia
gendmica en relaciéon con el ambiente desértico de dichas especies a nivel de
poblacion (Hu et al. 2021). La evidencia indico que estas especies comenzaron a
divergir cuando hubo un aumento global de la aridez, promoviendo asi la
divergencia inicial de las dos especies a través de la adaptacion del microhabitat
desértico (Hu et al. 2021). Ademas, los genes con sefales de seleccién estaban
involucrados en desarrollo de las raices, la morfogénesis de las hojas y la adaptacion
al microhabitat (germinacién de semillas y tolerancia a la sequia/sal), lo que se
corresponde bien con las divergencias interespecificas en estos aspectos (Hu et al.
2021). También se ha documentado la relacion de la aridez con la especiacion en
otros grupos de estudio, los reptiles, en que la colonizacion de ambientes aridos esta
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repetidamente asociada con cambios en la pérdida de agua por evaporacion, un
rasgo genéticamente adaptativo (Cox and Cox 2015). Este rasgo contribuye a
procesos ecoldgicos y evolutivos exitosos para la colonizacion de nuevos habitats,
teniendo concordancia con la relacidon ancestral de los grupos y especies de reptiles.
En el desierto de Atacama también se hizo un estudio en relacion con lo mismo sobre
poblaciones de lagartijas de la especie Liolaemus fuscus donde los resultados sugieren
que hay especiacion adaptativa incipiente en relacion con el efecto de la aridez,
proporcionando evidencia sobre mecanismos que permiten especiacion y

adaptacion al desierto (Araya-Donoso et al. 2022).

Dada la hiper aridez del desierto de Atacama, las estrategias selectivas en los
distintos grupos que habitan ahi, tienen que ver en la resistencia y tolerancia a la
aridez y son de interés evolutivo porque la aridez acttia como una presion selectiva
que promueve cambios evolutivos y especiacion (Whitford and Duval 2019). En el
desierto de Atacama, las oscilaciones de los periodos de glaciaciones del Pleistoceno
crearon ciclos huiimedo-secos que permitieron expansiones y contracciones de
rangos, lo que sumado a la incipiente aridez durante el Holoceno (Maldonado et al.
2005) pudo haber promovido el aislamiento de los grupos como ya ha sido reportado
anteriormente para taxones de Neoporteria (Guerrero et al. 2011). Esto pudo generar
que los nichos se fueran segregando y conservando, promoviendo la divergencia
genética (Wiens and Graham 2005; Finger et al. 2022). Como se puede ver, la
hipotesis sobre la relacion de la aridez y la diversificacion no es algo nuevo, pero, lo
complejo para plantas suculentas es que dada la ausencia de registros fdsiles y
reconstrucciones paleo climaticas confiables, es una hipotesis dificil de probar

(Thompson et al. 2023).
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Para este caso de estudio, las variables climaticas protagdnicas son la temperatura y
aridez, que generan la suficiente heterogeneidad ambiental que mantiene a los 6
grupos aislados genéticamente. Esto gracias a alguna adaptacion especifica que no
fue objeto de estudio, que les fue confiriendo una ventaja en distintos rangos dentro
del gradiente. No hay que dejar de lado que los rangos en las variables predictoras
que separan a los 6 cltsteres genéticos son muy estrechos, incluso para la variable
que mas contribuye a las diferencias genéticas (BIO-09). Por ejemplo, para el indice
de aridez (AI), que es la segunda variable significativa mas importante, en 5
poblaciones los rangos caen dentro de la categoria hiper arido (<0.03) (Zomer et al.
2022), y solo una poblaciéon (Puquios) esta fuera de este rango con un promedio que
cae dentro de valores aridos (0.03 - 0.2). Para estos estrechos rangos hay que tener
en consideracion las limitaciones del modelo al extrapolar relaciones basandose en
datos disponibles, o también la posibilidad del efecto de mas factores que incluso
pueden no haber sido incluidos en el modelo. Tampoco hay que olvidar la
interaccion entre variables que, de manera complementaria estan influyendo en la
disimilitud bioldgica. No es extrafo esperar la complementariedad de las variables

BIO_09 y Al, dado que la temperatura tiene un directo efecto en la aridez.

Por otro lado, se destaca en este trabajo que se utilizaron distintos métodos y
perspectivas para obtener resultados mas certeros y fueron capaces de
complementarse entre si, brindando robustez a nuestros resultados. De hecho, con
los distintos métodos utilizados, podemos afirmar la importancia de variables de
temperatura y la aridez en la diferenciacion genética de los grupos. Ademas, los
métodos utilizados para identificar adaptacion local mediante la exhibicion de SNPs
con una alta correlacion de variables ambientales, es una buena forma cuando hay

efectos fenotipicos débiles (Joost et al. 2007; Frichot et al. 2013).
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5. CONCLUSION

Nuestros andlisis indican 6 clasteres genéticos, sin grandes distancias geograficas
de separacion o diferencias morfoldgicas evidentes detectadas, lo que sugiere que
las barreras climaticas que mds contribuyen a estas diferencias (segun la evidencia
de estos resultados la temperatura y aridez), ademas del aislamiento reproductivo
resultante, puede ser reciente. Por lo tanto, los 6 grupos se encuentran atin en etapas
tempranas de divergencia. Gracias a esta investigacion, encontramos la evidencia
esperada de una alta divergencia en genes putativamente adaptativos por efecto de
la aridez y la temperatura. Este trabajo logrd detectar evidencia adaptativa y sus
impulsores ambientales para la especiacion ecoldgica, que apoyan la hipdtesis de
aridificacion para las cactdceas. No obstante, quedaron muchas preguntas
planteadas que en un futuro se podrian investigar. Este enfoque de adaptacion
climatica local es muy util para poder considerar segiin la resiliencia de las
poblaciones, planes de conservacion y priorizacion en climas futuros en el desierto

de Atacama.

Por ultimo, se confirma que el gradiente de aridez es un factor clave en la
divergencia de las poblaciones de estas especies, actuando como una presion

selectiva que impulsa la evolucién de sus nichos.
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