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RESUMEN

La evolucién y el surgimiento de nuevas especies en plantas han sido un tema
central en biologia evolutiva, donde la hibridacion y la introgresion promueven la
diversificacion y la formacion de complejos de especies con limites difusos. En
estos sistemas, el flujo génico persistente y la ausencia de barreras reproductivas
pueden generar redes de conectividad evolutiva descritas como singameon, en
las que multiples taxones mantienen conectividad genética parcial e impiden su
segregacion como especies independientes. En este contexto, el complejo
Alstroemeria hookeri (Alstroemeriaceae) constituye un sistema ideal, ya que los
taxones del norte presentan limites genéticos y fenotipicos poco claros y

superposicion de caracteres.

Este estudio integrd datos fenotipicos y genéticos para evaluar la variacion entre
A. hookeri subsp. recumbens y especies relacionadas. Los analisis
morfométricos revelaron variacion continua y morfologias de tipo mosaico,
mientras que la colorimetria mostro diferenciacion parcial con solapamiento intra-
e interespecifico. Los datos genéticos evidenciaron estructura débil y flujo génico
entre linajes. En conjunto, los resultados indican ausencia de discontinuidades
fenotipicas y genéticas, lo cual es consistente con un singameon, donde los
taxones forman una red de linajes interconectados, contribuyendo a la

incertidumbre taxonémica en sistemas de diversificacion reticulada.

Palabras clave: Alstroemeria hookeri, morfometria floral, colorimetria,

singameon, delimitacion de especies.



ABSTRACT

The evolution and emergence of new plant species have been a central topic in
evolutionary biology, where hybridization and introgression promote
diversification and the formation of species complexes with diffuse boundaries. In
these systems, persistent gene flow and the absence of complete reproductive
barriers can generate networks of evolutionary connectivity described as a
syngameon, in which multiple taxa maintain partial genetic connectivity and
prevent their segregation into independent species. In this context, the
Alstroemeria hookeri complex (Alstroemeriaceae) represents an ideal system, as
northern taxa exhibit unclear genetic and phenotypic boundaries and overlapping

characters.

This study integrated phenotypic and genetic data to evaluate variation among A.
hookeri subsp. recumbens and related species. Morphometric analyses revealed
continuous variation and mosaic-like morphologies, while colorimetry showed
partial differentiation with intra- and interspecific overlap. Genetic data indicated
weak structure and gene flow among lineages. Overall, the results indicate an
absence of phenotypic and genetic discontinuities, consistent with a syngameon,
in which taxa form a network of interconnected lineages, contributing to taxonomic

uncertainty in systems undergoing reticulate diversification.

Keywords: Alstroemeria hookeri, species complex, syngameon, morphometrics,

floral color, hybridization, genetic structure.



INTRODUCCION

La evolucion y el surgimiento de nuevas especies ha sido un tema de interés en
plantas, desde que Darwin, en 1859, publicé su libro “El origen de las especies”,
en especial por el importante numero de mecanismos que promueven
especiacion. (Bock et al., 2023; Sobel et al., 2010). Dentro de estos, destacan
procesos tales como la especiacion por seleccion, poliploidia, deriva génica,
aislamiento reproductivo, entre otros (Sobel et al., 2010). En este contexto, la
hibridacién e introgresion destacan porque facilitan una rapida diversificacion de
especies, debido al flujo génico incorporando nuevos genotipos al “background
genético” de las poblaciones locales, lo que promueve la aparicion de nuevos
rasgos fenotipicos (Bock et al., 2023; Twyford & Ennos, 2012). Por lo mismo, es
frecuente observar poblaciones y linajes con rasgos intermedios, de dificil
determinacién taxondémica, lo que conlleva a la formaciéon de complejos de
especies. En taxonomia, un complejo de especies se define como un conjunto de
entidades relacionadas con gran similitud morfolégica y carecen de caracteres
diagndsticos consistentes para su delimitacion precisa para considerarse una
entidad taxondmica (especie o subespecies); no obstante, sustentan su
existencia como entidades diferenciables de otras especies (Stuessy, 2009). En
estos sistemas, la delimitacion de entidades se vuelve relevante ya que los
procesos de hibridacién, introgresion y divergencia incompleta dificultan la

identificacion de unidades evolutivas discretas (Pinheiro et al., 2018).
Delimitacién de identidades y complejos de especies

La delimitacion de entidades se refiere al conjunto de procedimientos
metodoldgicos explicitos que se usan para identificar y establecer los limites de
los grupos taxondmicos analizados, especialmente a niveles inter e

intraespecificos (Carstens et al., 2013). El conseguir definir limites claros entre
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estas entidades (e.g., especies) es fundamental en los estudios de diversidad
biolégica (evolucién, taxonomia, biogeografia, ecologia) y conservacién
resultando un elemento critico para la correcta implementacion de iniciativas de
investigacion basica y aplicada (Pinheiro et al., 2018). En Sistematica, y
especificamente en Taxonomia, la delimitacién de entidades es una actividad
fundamental que se ha ido refinando a través del tiempo respecto a los criterios
y metodologias usadas (Flot, 2015; Wiens, 2007). Esta tarea resulta compleja, ya
que depende tanto de las caracteristicas como de los mecanismos del proceso
de diversificacion que dio origen a las entidades bajo estudio, especialmente si
los procesos de divergencia (i.e., especiacion) son recientes. En tales grupos
destaca la presencia de diversos niveles de diferenciacién a escala fenotipica y
genotipica, los que suelen estar desacoplados y reflejan poca coherencia con el

proceso de diversificacion que los origind (Pinheiro et al., 2018).

Para enfrentar esta problematica, se han desarrollado distintos métodos, los que
se enfocan en demostrar las diferencias respecto de las propiedades biolégicas
de las entidades, tanto con criterios explicitos como empiricos (Sites & Marshall,
2003). Por esto, los métodos para la delimitacién son mas efectivos cuando estan
basadas en estrategias estadisticas, dada su objetividad y reproducibilidad
(Pinheiro et al., 2018). Adicionalmente, es también relevante definir un concepto
de especie a utilizar, puesto que este determinara los criterios explicitos para el

establecimiento de limites taxonémicos (De Queiroz, 2007).

Mientras que diversos autores han defendido el concepto bioldégico de especie
como un criterio valido de delimitacion (i.e, los limites basados en el aislamiento
reproductivo para reconocer entidades delimitables; Mayr, 1942); en botanica se
ha privilegiado conceptos mas basados en la deteccion de discontinuidades
fenotipicas y genéticas, reconociendo que limitaciones al flujo génico pueden
generar aislamiento y nuevas entidades pueden generarse a través de evolucion

tanto divergente como reticulada (i.e., hibridacion y poliploidismo; Stuessy, 2009).
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Cuando la diversificacién de especies es rapida y reciente, suele dar lugar a la
generacion de nuevos rasgos fenotipicos (Bock et al., 2023; Twyford & Ennos,
2012), comunes en poblaciones y linajes con caracteristicas intermedias y de
dificil clasificacion taxondmica, tipicas de los complejos de especies (Pinheiro et
al., 2018). Estos grupos representan un problema frecuente para el
establecimiento de sistemas de clasificacion taxondmica, particularmente por la
incertidumbre que generan en estimaciones de riqueza de especies, dificultando
asi, una correcta percepcion y cuantificacion de la diversidad local y global
(Adams et al., 2014). A pesar de esto, en términos evolutivos, los complejos de
especie representan un atractivo sujeto de estudio para la evaluaciéon de
mecanismos de adaptacién, especiacion local y testeo de limites de especies
(Pinheiro et al., 2018).

Distinguir entidades dentro de los complejos de especies en plantas constituye
un desafio, debido a la frecuente presencia de patrones de divergencia reticulada
asociados principalmente a hibridacion, introgresion y poliploidia (Pinheiro et al.,
2018). Esta dinamica evolutiva, suele encontrarse en eventos de divergencia
reciente, que favorece la interaccion genética de linajes como la hibridacion (Stull
et al, 2023). En consecuencia, estas caracteristicas pueden influir
significativamente en la formulacion de hipotesis de delimitacion taxonémica, las
cuales dependen de criterios mayormente subjetivos, que pueden resultar en

multiples propuestas de clasificacion (Flot et al., 2010; Stace, 1989).
Singameon

Un elemento interesante de un complejo de especie es su comportamiento como
unidad genética, lo que afecta directamente los patrones de diversificacion y
suelen tener distintos matices. Dentro de las alternativas, destaca la formacion
de singameones, lo que podrian tener efectos directos en las dificultades

taxonémicas observadas usualmente en estos complejos (Buck & Flores-
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Renteria, 2022). El término Syngameon fue introducido por primera vez en 1925
por Lotsy (1925) y describe un conjunto de individuos de diferentes especies que
mantienen compatibilidad reproductiva, es decir, pueden cruzarse entre si. Desde
la creacion de este término varios autores han propuesto distintas definiciones de
lo que es un singameon; mas desde una perspectiva ecoldgico-evolutiva que por
sus efectos en la taxonomia (Beaudry, 1960; Cuénto, 1952; Du Rietz, 1930;
Templeton, 1989; Van Valen, 1976). Segun Boecklen (2017), un singameon
surge cuando distintas especies cercanas evolutivamente originan hibridos entre
si, constituyendo una red genética compartida. Sin embargo, esta red no
necesariamente implica una conectividad completa entre todas las especies
involucradas, sino que puede estructurarse en subgrupos interconectados
mediante ciertos linajes o especies “puente”, generando patrones de flujo génico
heterogéneos. Tal dinamica es de reciente interés, dado que permite circunscribir
los efectos evolutivos de la hibridacién, dentro de grupos afines genéticamente y
que se comportan como una sola unidad en dinamicas evolutivas (Buck & Flores-
Renteria, 2022).

Para que se origine un singameon debe existir hibridacion interespecifica capaz
de superar las barreras reproductivas, lo que puede conducir a formacioén de
zonas hibridas estables (Buck & Flores-Renteria, 2022). Se han propuesto cuatro
hipotesis que podrian explicar su surgimiento: (1) Hipdtesis de la rapida radiacion:
plantea que eventos de especiacién ocurren de manera rapida, antes de que se
consoliden los mecanismos de aislamiento reproductivo. En este escenario, los
linajes pueden persistir y eventualmente diferenciarse en especies nuevas
(Kagawa & Seehausen, 2020). (2) Hipodtesis del “Surfing” en este caso, el
singameon puede originarse durante la colonizacién (por ejemplo, en islas) donde
las interacciones dependen de la riqueza que existe previamente de la
comunidad. Esta influye en la formacion, mantenimiento o colapso del singameon
(Caujapé-Castells, 2011). (3) Hipodtesis del borde de la distribucién: El

sobrelapamiento de la distribucién geografica facilita la interaccidn e hibridacion
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de las especies. Favoreciendo la aparicion de nuevos rasgos por introgresion. A
su vez también pueden generar reservorios de poblaciones que no logran
adaptarse a las nuevas condiciones ambientales (Cronk & Suarez-Gonzalez,
2018; Pfennig et al., 2016). (4) Hipotesis de la genomica mutualista: Propone que
las especies permanecen parcialmente interfértiles y pueden experimentar
seleccion divergente en ciertas regiones del genoma mientras mantienen bajos
niveles de flujo génico en otras. Bajo este contexto las especies del singameon
actuan como “mutualistas gendémicos” al compartir variantes genéticas (Cannon
& Lerdau, 2015).

Desde un punto de vista taxondmico, el reconocimiento de singameones es
relevante, dado que puede proporcionar un contexto para la resolucion de
delimitacion en complejos de especie. Al reconocer la existencia de un
singameon, y de sus potenciales mecanismos, su estudio puede proporcionar
elementos que ayuden a identificar, delimitar y reconciliar discrepancias
taxondmicas en estos grupos. Para la determinacion de un singameon el principal
criterio es la hibridacion entre distintas especies estrechamente relacionadas
entre si, segun su definicion. Diversas especies en los que la delimitacion
taxondmica ha sido histéricamente conflictiva han sido interpretados bajo este
enfoque, tales como los géneros Boechera y Quercus donde se evidencia
hibridacién mediante datos moleculares (Alexander et al., 2015; Cavender-Bares,
2019). De manera similar, en Iris la presencia de estados morfologicos
intermedios ha sido tempranamente interpretada como evidencia de hibridacion
natural, dificultando la delimitacion de especies basada exclusivamente en

caracteres morfologicos (Lenz, 1959).

Para poder determinar cual de las 4 hipotesis del origen de los singameones mas
se ajusta, primero tendriamos que determinar genotipos estables y genotipos de
composicién hibrida. En este sentido, el género Alstroemeria se presenta como

un grupo que podria presentar sefales sugerentes de hibridacion entre linajes,
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dada la presencia de varios complejos de especies, por ende, podria contener un
numero importante de grupos conformados como singameon. Esto, deberia
representar especies genéticamente cercanas y con similitudes morfologicas
importantes dentro y entre estos grupos. Sin embargo, para determinar su
conformacién como singameon, es necesario conocer detalles que permitan
contextualizar el proceso de diferenciacidon y sus posibles dinamicas. En
particular, aun esta pendiente el dilucidar cual es la integridad de los linajes que
componen los complejos de especies y la capacidad que tienen para generar
zonas hibridas que promuevan la existencia de poblaciones intermedias e

interconectadas en el género (Ruiz et al., 2010).
Alstroemeria

Alstroemeria L., pertenece a la familia Alstroemeriaceae, la cual incluye a los
géneros Bomarea Mirb., Leontochir Phil., Luzuriaga Ruiz & Pav y Drymophila R.
Br. (Finot et al., 2018a). Alstroemeria es exclusivamente sudamericano y esta
compuesto por alrededor de 90 especies, con 58 taxones aceptados para Chile
(37 especies, 11 subespecies y 10 variedades; (Finot et al., 2018b). Este género
es considerado uno de los mas diversos de las angiospermas monocotiledoneas
del pais, con el 82% de taxones endémicos de la zona Mediterranea de Chile
Central (Finot et al., 2018a; Mufioz-Schick & Moreira-Mufoz, 2003; Rodriguez et
al., 2018).

Los taxones de Alstroemeria tienen un rango de distribucion desde los 20°S
(Region de Tarapaca) hasta los 53°S (Region de Magallanes), la mayoria de los
taxones presenta rangos de distribucion acotados y se concentra principalmente
en el norte (Tarapaca - Coquimbo) y en la zona central de Chile (Valparaiso -
Biobio), encontrando la mayor diversidad entre los 28°S (Region de Coquimbo) y
37°S (Region del Biobio) (Baeza et al., 2010; Bayer, 1987; Finot et al., 2018b;
Munoz-Schick & Moreira-Mufioz, 2003).
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La gran variabilidad de formas y colores que presentan las flores de este género
ha hecho que sus especies sean bastante cotizadas en el mercado de la
floricultura a nivel mundial (Shinoda & Murata, 2003). Sin embargo, al mismo
tiempo, este nivel de variacion también ha significado una limitacion para la
identificacion de fenotipos estables que permitan alcanzar una propuesta
taxondémica robusta, la que recurrentemente continia con cambios a escalas inter
e intraespecificas (Finot et al., 2018a). Entre ellos estan los complejos de A.
hookeri (Baeza et al., 2010), A. presliana (Baeza et al., 2015), A. ligtu (Baeza et
al., 2016) y A. magnifica (Baeza et al., 2018) entre otros. De este grupo, el
complejo A. hookeri destaca como uno de los mas intrincados en términos de
diferenciacion intraespecifica, lo que lo hace un buen candidato para realizar un

estudio detallado de patrones de diversificacion e hibridacion.

El complejo Alstroemeria hookeri

En Chile, los complejos de especies representan aproximadamente un 30% de la
diversidad del género Alstroemeria (Finot et al., 2018b), de los cuales A. hookeri
Lodd. es uno de los mas importantes por su nimero de taxones infraespecificos
(4) y su distribucion geografica disjunta (Baeza et al., 2010). La configuracién de
sus taxones infraespecificos ha pasado por distintos cambios, dependiendo de
los caracteres e interpretacion que han dado diversos autores. En la revision
taxonodmica de Bayer (1987) se reconocen cuatro subespecies: A. hookeri subsp.
hookeri, A. hookeri. subsp. recumbens (Herbert) Bayer, A. hookeri subsp.
maculata Bayer y A. hookeri subsp. cummingiana (Herbert) Bayer.
Posteriormente Munoz-Schick & Moreira-Mufioz (2003) reconocen a A.
cummingiana al nivel de especie. Después, Baeza & Ruiz (2011) describieron y
afadieron una nueva subespecie al complejo: Alstroemeria hookeri subsp.
sansebastiana Baeza & E. Ruiz. Finalmente, Negritto y colaboradores (2015)
describieron una nueva especie (A. marticorenae; Negritto et al., 2015)
basandose en comparaciones morfoldgicos y citolégicos, complementadas con
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interpretaciones ecoldgicas del habitat como el tipo de suelo, basandose en
individuos que probablemente habian sido morfolégicamente confundidos con la
subespecie recumbens del complejo A. hookeri. En la actualidad el complejo es
endémico de Chile y comprende cuatro subespecies: A. hookeri subsp.
recumbens y A. hookeri subsp. maculata, que se distribuyen en la zona costera
de la Regién de Coquimbo y Valparaiso y A. hookeri subsp. hookeriy A. hookeri
subsp. sansebastiana, que se distribuyen entre la Regién del Maule, Nuble y del
Biobio (Finot et al., 2018b).

Este complejo ha sido de interés dada la cantidad de taxones que posee, la
particular distribucién geografica de sus subespecies (marcada distribucién
disjunta Norte - Sur) y su nivel de endemismo, lo que ha llevado a su
reconocimiento como entidades fenotipicamente diferenciadas, siendo el foco de
diversos estudios (Baeza et al., 2010; Baeza & Ruiz, 2011; Ruiz et al., 2010). A.
hookeri es ideal como sujeto de estudio en deteccion de singameon por varias
razones, entre ellas el grupo A. hookeri ha sido delimitado histéricamente sobre
la base de caracteres fenotipicos y en patrones de morfologia cariotipica (Baeza
et al.,, 2010; Baeza & Ruiz, 2011). Sin embargo, estos criterios no permiten
evaluar si las subespecies del complejo corresponden a linajes genéticamente
independientes ni si existe continuidad fenotipica o intercambio génico entre
ellas. En contraste, los estudios genéticos disponibles son escasos, sélo los
taxones de distribucion sur de A. hookeri (subsp. hookeriy subsp. sansebastiana)
han sido abordados, los que al ser analizados con marcadores dominantes
(aloenzimas) revelaron una falta de diferenciacién entre grupos, a pesar de las
claras diferencias fenotipicas (Ruiz et al., 2010). En contraste, el grupo norte del
complejo (subsp. maculata y subsp. recumbens), al dia de hoy, no ha sido
abordado para analisis genéticos por lo que no existe evidencia sobre sus niveles
de integridad genotipica. Asimismo, la existencia de taxones previamente
segregados del complejo (A. cummingiana + A. marticorenae) o

morfolégicamente afines (A. angustifolia, con la que comparte distribucién
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geografica) (Mufioz-Schick & Moreira-Mufioz, 2003; Negritto et al., 2015) sugiere
que posiblemente existe una activa interaccion a escala de flujo génico entre
grupos taxonémicos. No obstante, la posible presencia de estados fenotipicos
intermedios o de continuidad entre taxones no ha sido evaluada de manera
explicita, lo que limita la interpretacion de los limites especificos. Esto es
particularmente relevante considerando que la divergencia fenotipica no
necesariamente ocurre a la misma velocidad que la divergencia genética, por lo
que la evaluacion de la integridad evolutiva y se refuerza la necesidad de un
enfoque integrativo (Bolnick et al., 2023). Aunque la problematica taxonémica ha
sido discutida tradicionalmente en el contexto del complejo A. hookeri en su
conjunto, el presente estudio se enfoca especificamente en A. hookeri subsp.
recumbens y en un conjunto de especies morfoloégicamente afines, con el fin de

evaluar sus limites taxonémicos y su posible participacién en un singameon.
Contexto

Como se menciono anteriormente el género Alstroemeria, se distingue por la gran
variabilidad morfolégica y colorimétrica de sus flores, lo que las hace muy
atractivas (Bridgen, 2018). Sin embargo, esta notable variacién fenotipica
también ha favorecido el reconocimiento de complejos dentro del género (Finot
et al., 2018a). En este sentido, el uso de la nocion de singameon se vuelve
relevante, ya que permitiria comprender los procesos evolutivos y los patrones
de diversificacion definitorios en estos grupos, donde el flujo genético continuo
entre linajes tiende a difuminar los limites genotipicos y fenotipicos. Es por esto
que abordar los limites inter e intraespecificos mediante un enfoque integral,
ayudarian explicar y resolver las dificultades taxonémicas observadas en el
género Alstroemeria, y en concreto en las subespecies de distribucién norte del
complejo A. hookeri.
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En el ambito fenotipico, la flor es uno de los caracteres mas importantes para la
determinacion en Alstroemeria (Sanso, 1996), ya que se caracteriza por tener
amplios patrones de variacidn, en particular de forma y colorimétrica, utiles para
detectar limites intraespecificos mediante el uso de aproximaciones cuantitativas
(e.g., Finot et al., 2016, 2018b; Ruiz Lozano, 2023; Villalobos et al., 2023). En el
ambito genético, la irrupcion de aproximaciones de secuenciacion de siguiente
generacion (NGS), ha sido clave para la deteccidén de nuevos singameones dada
su capacidad de recuperar variantes genéticas hipervariables (e.g., Buck &
Flores-Renteria, 2022). En este contexto, es posible realizar un estudio
comprensivo de los patrones de variacién a escalas fenotipicas y genotipicas que
permitan aclarar la existencia de discontinuidades dentro del complejo A. hookeri,
en caso de existir, con la finalidad de determinar su composicién hipotética de
singameon. Por lo mismo, para definir la posible presencia de un singameon en
A. hookeri, la combinacion de datos fenotipicos como genotipicos deberian
cumplir los siguientes requisitos: 1) revelar la existencia de individuos,
poblaciones o taxones hibridos (intra o interespecifico), 2) indicar la participaciéon
de al menos tres entidades taxondmicas distintas en los procesos de hibridacion
y 3) las entidades reconocidas deben ser monofiléticas, es decir, estrechamente

relacionadas por compartir un ancestro en comun.

En este contexto, las subespecies de distribucion norte del complejo A. hookeri
representa un sistema particularmente informativo, dado que carece de
evaluaciones genéticas previas, a diferencia de los taxones de distribucion sur.,
A. hookeri subsp. recumbens representa un sistema particularmente informativo
o para evaluar la posible existencia de un singameon, dado que constituye una
entidad fenotipicamente diferenciada cuya integridad genética no ha sido
evaluada previamente mediante un enfoque integrativo. Aunque A. hookeri
subsp. maculata forma parte de este grupo, no fue posible incluirla en el presente
estudio debido a limitaciones en el muestreo, quedando su evaluacion planteada

como una linea futura de investigacién. En consecuencia, esta investigaciéon se
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centra en A. hookeri subsp. recumbens y en aquellas especies que presentann
antecedentes de afinidad morfoldgica, cercania taxondmica o distribucion
geografica compartida, incluyeno a A. cummingiana, A. marticorenae y A.
angustifolia (Bayer, 1987; Munoz-Schick & Moreira-Mufioz, 2003; Negritto et al.,
2015)

Asumiendo la existencia de mecanismos hipotéticos, tales como el de rapida
radiacion y del borde de la distribucion, a raiz de los antecedentes antes
mencionados de divergencia reciente y una dificultad para determinar de manera
precisa los individuos, es plausible que A. hookeri subsp. recumbens y especies
afines, esta formando parte de un singameon. A raiz de esto, en el presente

trabajo se postula la siguiente hipodtesis:
Hipotesis

Los taxones de A. hookeri subsp. recumbens y especies afines (A. marticorenae,
A. cummingiana 'y A.angustifolia), con las cuales comparten distribucion o historia
taxonoémica, forman parte de un singameon, dada la falta de discontinuidades

fenotipicas y genotipicas entre ellos.

Objetivo general

Determinar patrones de variabilidad fenotipica-genotipica en A. hookeri subsp.
recumbens, A. marticorenae, A. cummingiana y A. angustifolia y relacionar con

las discontinuidades que permiten su actual clasificacion y determinacion.
Objetivos especificos

-Caracterizar variabilidad fenotipica floral, en términos morfométricos y
colorimétricos entre las entidades taxondmicas ya individualizadas en este

estudio.
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-Caracterizar la variacion genética y su distribucion entre entidades

seleccionadas.

-Determinar correspondencia fenotipica y genética entre los patrones de

variacion medidos.

-Determinar si las discontinuidades observadas, si es que estas existen,

corresponden con la propuesta taxondémica actual.

METODOLOGIA

1.0. Colecta de material

Para cada taxén seleccionado, en el presente estudio, se colecté material de
poblaciones previamente conocidas de A. hookeri subsp. recumbens, ademas de
las especies afines A. angustifolia, A. cummingiana y A. marticorenae. Las
muestras de estos taxones se obtuvo a partir de 152 escapos florales colectados
entre la Region de Coquimbo (31°42'25.9"S - 71°31'13"W) en las poblaciones de
la costa y la Region Metropolitana (37°08'86"S - 72°32'84.1"W), usando como
referencia los registros de localidades ya conocidas desde la base de datos del
herbario CONC y publicaciones previas del grupo de estudio (Baeza et al., 2010;
Finot et al., 2018a; Finot et al., 2018b; Ruiz et al., 2010). Para cada localidad, se
colectaron aproximadamente 10 escapos florales, cada uno distanciado por al
menos un metro para descartar un muestreo del mismo individuo (Tabla 01).
Como precaucion antes posibles eventos de introgresién, también se
muestrearon taxones que se encuentren en las inmediaciones de las localidades
visitadas, los que seran incluidos en los analisis fenotipicos y genotipicos. Los
escapos florales se mantuvieron en neveras a temperaturas inferiores a 10 °C e
hidratadas para alargar su conservacion para la posterior la toma de fotografias

florales y extracciéon de ADN.
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Tabla 01. Informacién de muestreo poblacional de A. hookeri subsp recumbens y especies afines.

Region

Especie Cdédigo N° de muestras Localidad Longitud Latitud
A. cummingiana Acum_233 11 Valparaiso Papudo 71°22’56.2"W 32°29'18.2”S
A. cummingiana Acum_234 7 Valparaiso La Ligua 71°18'46.3’'W 32°26’50.8”S
A. cummingiana Acum_239 12 Coquimbo Pichidangui 71°31'57.8"W  32°29'18.2"S
A. cummingiana Acum_242 11 Valparaiso Zapallar 71°27'49.6"W  32°08'19.8”S
A. hookeri Ahr_236 12 Valparaiso La Ligua 71°23'48.6"W  32°22'06.0”S
A. hookeri Ahr_243 10 Valparaiso Zapallar 71°25'45.3"W  32°37'11.7”’S
A. hookeri Ahr_253 10 Valparaiso Algarrobo 71°41°35.6”"W  33°22'01.9”S
A. marticorenae Amar_244B 7 Valparaiso Curauma 71°34°23.2"W  33°08'44.7’S
A. marticorenae  Amar_247 11 Valparaiso Ruta F-50 71°24’08.0"W  33°13'32.8”S
A. marticorenae  Amar_251 9 Valparaiso Ruta CH-60 71°20'43.5"W  33°08°'08.7”’S
A.angustifolia Aang_246 11 Valparaiso Las Dichas 71°28'06.1"W  33°13'52.4”’S
A.angustifolia Aang_248 7 Valparaiso Ruta F-760 71°16°'58.8”"W  33°11'34.8”S
A.angustifolia Aang_250 3 Valparaiso Ruta F-760 71°15°31.6"W  33°12'25.5”S
A.angustifolia Aang_256 10 Valparaiso Ruta F-74-6 71°21°569.0"W  33°26°'05.0”S
A.angustifolia Aang_261 10 Metropolitana  Cajén del Maipo, El Toyo 70°24'33.5"W  33°35'18.8”S
A. hookeri (¥) OTN 166 1 Valparaiso Dunas de Concén 71°32'52.1"W 32°56'27.9"S
A. hookeri (%) OTN 169 1 Valparaiso Playa Grande de Quintay 71°41'16.4"W 33°11'01.0"S
A. hookeri (*¥) OTN 175 1 Valparaiso Playa El Canelo, Algarrobo  71°41'30.4"W 33°22'00.5"S
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2.0. Fotografia y digitalizacién

De cada escapo floral recolectado se fotografié el mismo dia de la colecta usando
una flor representativa, para capturar el fenotipo floral en términos de forma y
color. Para esto, se us6 una camara Nikkon Z50 con un lente NIKKOR Z DX 16-
50mm (f/3.5-6.3 VR), obteniendo fotografias digitales de alta resoluciéon de cada
flor presentada de forma frontal sobre un fondo negro y acompafiada de una
tarjeta de color para la estandarizacién de colores (Carta de Color Macbeth). La
orientacién de las flores se estandarizé usando los nectarios de los tépalos
internos superiores, a modo de referencia del angulo de las fotografias.
Posteriormente, las imagenes digitales fueron calibradas por color usando la
funcién colorChecker, perteneciente al paquete Patternize v.0.05 (Van Belleghem
etal., 2018). Una vez calibradas, digitalmente se eliminé el fondo de las imagenes
con la aplicacion PhotoRoom v.4.8.6 (Photoroom Inc., 2024). Finalmente, se
realizaron ajustes para la correccion de bordes de las imagenes vya
preprocesadas usando el programa GIMP v.2.10.12 (The GIMP Development
Team, 2019).

3.0. Analisis Fenotipicos

Para caracterizar el fenotipo floral de las muestras obtenidas, en el presente
estudio se procedié a evaluar tres elementos utiles de diferenciacion, usados
referencialmente en claves taxondmicas de Alstroemeria (Finot et al., 2018a;
Munoz-Schick & Moreira-Mufioz, 2003). La morfometria geométrica basada en
contornos, medidas escalares directas de tamafio y colorimetria. El analisis de
morfometria geométrica basada en contornos fue implementado dado que
permite capturar variaciones sutiles en la forma floral, particularmente en
estructuras con alta continuidad morfolégica, que no son adecuadamente
descritas por medidas lineales tradicionales (Claude, 2008; Zelditch et al., 2012).

Las medidas escalares permitiran distinguir diferencias en el tamafo de las flores,
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un rasgo frecuentemente empleado en claves taxondémicas y descripciones de
especies del género. Finalmente, se propone un analisis de proporciones
colorimétricas, dada su utilidad ya demostrada en la discriminaciéon de complejos

de especies de Alstroemeria (Villalobos et al., 2024).
3.1. Morfometria Geométrica

Las imagenes fueron binarizadas con el programa Imaged v.1.54g (Rasband,
2018), es decir dejando un fondo blanco y la silueta de las flores en negro lo que
es equivalente a valores de 0 y 1 (Elizondo & Maestre, 2005). Cada imagen se
identificod bajo codigos enlistados en un archivo separado por comas (i.e., CSV).
junto a las imagenes de las flores. Luego, para hacer un muestreo espacial
consistente entre imagenes de diferente resolucion, estas se estandarizaron
usando una interpolacion de 5000 pixeles por imagen. Para eliminar
deformidades y discontinuidades generadas durante la edicion y binarizaciéon de
imagenes, se realizd una correccion por suavizado de bordes. Posteriormente,
las imagenes se normalizaron por rotacién y centrado, mediante un proceso de
Procrustes (Hurley & Cattell, 1962), el que fue dirigido por seis landmarks
previamente fijados en cada apice de los mucrones de los tépalos, en la medida
de que esto fue posible debido a la curvatura de los tépalos hacia atras limitando
la visibilidad del apice. Finalmente, las imagenes se sometieron al analisis de
descomposicién eliptica de Fourier, la que busca funciones armodnicas
representativas del 99% del contorno externo de las flores (siluetas). Los
coeficientes de estas funciones resultantes fueron analizados con un Analisis de
Componentes Principales (PCA), de forma de retratar el morfoespacio general de
la silueta de cada flor (Zelditch et al., 2012).

3.2. Medidas escalares

De las imagenes originales se fij6 una escala pixeles/centimetros usando el
colorchecker como guia (15.24 cm) en ImagedJ. Una vez lista la escala, las

imagenes binarizadas se les realizé analisis de medidas escalares (largo, ancho,
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area y perimetro) que ofrece el mismo programa. Esto se repite para cada una
de las fotografias. Las mediciones se registraron en un archivo .csv. Debido a
que las variables se encuentran en diferentes magnitudes, fueron centradas y
estandarizadas antes de los analisis multivariados. Las variables, ademas, se
agruparon en razon largo/ancho y area/perimetro. Finalmente, los analisis
estadisticos fueron incorporados en un PCA, para controlar por autocorrelacién y
diferencias de magnitud en las variables para los analisis de redundancia

posteriores.

3.3. Colorimetria

Con las imagenes de las flores sin fondo se usé el paquete colordistance v. 1.1.2
(Weller & Westneat, 2019) de R para medir cuantitativamente el color de las
flores. Este método se basa en el registro de pixeles generado de una
descomposicidon de proporciones de color y organizados en histogramas, los que
son comparados entre si con una distancia de “ earth mover’s”. Esta es una
distancia que permite ver el grado de similitud entre dos o mas distribuciones de
frecuencias (i.e., histogramas de colores), usando un indice de métrica espacial
“D” (Rubner et al., 2000). Este analisis se realizé siguiendo las alternativas
disponibles en el tutorial proporcionado por los autores (Weller & Westneat,
2019). Finalmente, la matriz de distancia fue reordenada con un analisis de
Escalamiento Multidimensional No Meétrico (NMDS), utilizando la funcion
metaMDS del paquete vegan v. 2.6-8, usando 500 iteraciones para “N”
dimensiones dependiendo del nivel de estrés observado (Oksanen et al., 2007)
de R. Para esto, se prefirié un numero de dimensiones representativo del numero
de taxones presentes en el analisis, toda vez que tuvieran un nivel de estrés
inferior a 0.1, el que se considera apropiado para retener fidedignamente la
representacion de ordenacion para matrices de disimilitud (e.g., Hausdorf &
Hennig, 2010).
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4.0. Analisis de Diferenciacion Fenotipica y Asignacion de
Entidades

En el caso de la morfometria geométrica, se caracterizaron las muestras usando
un analisis de varianza multivariado (MANOVA) sobre los ejes mas relevantes
del PCA (varianza explicada >70%), para detectar la existencia de diferencias
significativas entre grupos. Posteriormente, se detectdé la composicion y
estabilidad de los grupos previamente definidos segun taxonomia (i.e., analisis
de clasificacion supervisado) con un Analisis Linear Discriminante y una
Validacion Cruzada (LDA+CV). Para las medidas escalares el MANOVA se
realizd utilizando las razones areal/perimetro y largo/ancho. En el caso de la
colorimetria, se repiti6 el proceso usando todos los ejes obtenidos del
Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS), para el cual también se
analiz6 la significancia de diferencias entre grupos preestablecidos con MANOVA
y la composicion de grupos y su predictibilidad con un LDA + CV. Ambos analisis
se realizaron usando las funciones disponibles en el paquete momocs v.1.4.1
(Bonhomme et al., 2014).

Como complemento, se usé un método de clasificacion no supervisado basado
en mixturas Gaussianas, asumiendo que los patrones de variacion de cada taxén
deberian representar una distribucion de frecuencia Gaussiana o Normal
(Cadena et al., 2018). Para esto, se emple6 una matriz con todos los ejes
recuperados desde morfometria y colorimétrica, los que fueron preliminarmente
rankeados por su nivel de informacién y seleccionados para el analisis con el
paquete clustvarsel v. 2.3.4 (Scrucca & Raftery, 2018) y mclust v.6.1.1 (Scrucca
et al., 2023). Finalmente, para ambos analisis de clasificacion (supervisado y no
supervisado), se us6é un acierto de predictibilidad superior al 70% para ser

considerado como relevante taxonémicamente (Valcarcel & Vargas, 2010)
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5.0. Analisis Genotipicos

5.1. Extraccidon de ADN y generacion de MIGSeq (SNPs)

Del total de escapos florales, solo se utilizaron 133 para la extraccién genémica
total, debido a la pérdida de integridad del material al momento de llegar al
laboratorio. Esta se realizé principalmente con paredes del ovario de las flores, y
en menor medida usando los pedicelos florales y tépalos de botones inmaduros
(flores con tépalos de color verde y sin abrir). Para la obtencion de ADN gendmico
total se uso el kit DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Dusseldorf, Alemania),
siguiendo el protocolo de extraccion definido por el fabricante. Posteriormente,
se realizd una secuenciacion usando la técnica de MIG-Seq, la cual consiste en
la obtencién de SNPs mediante el enriquecimiento de librerias basadas en
primers de ISSR, siguiendo el protocolo de Suyama & Matsuki (2015).
Brevemente, este protocolo consiste en dos rondas de PCR para la amplificacion
selectiva de regiones gendmicas flanqueadas por ISSR, seguida de la
incorporacion de adaptadores y barcodes para la construccion de librerias
multiplexadas. El proceso de construccion de librerias se realizé en el laboratorio
de Sistematica Vegetal, del departamento de Botanica en la Universidad de
Kyoto, Japon. Finalmente, los extractos resultantes fueron organizados en
barcodes individuales, los se secuenciaron sobre un /ane con la plataforma
DNBSeq en la empresa BGI, usando un esquema de secuenciaciéon de doble par

(pair-end) y con fragmentos de 150 pb. (Shenzen, Guangdong, China).

Para orientar el ensamble de los fragmentos de MIGSeq, a modo de optimizar el
proceso de imputacion de SNPs, se gener6é un genoma de referencia a nivel de
draft de la especie A. hookeri subsp. recumbens. Esto se realiz6 usando datos
en un experimento de genome skimming de tres individuos de diferentes
localidades costeras de la Regién de Valparaiso: OTN166 (Dunas de Concén;
32°56'27.9"S, 71°32'52.1"W; 106 m s.n.m.), OTN169 (Playa Grande de Quintay;
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33°11'01.0"S, 71°41'16.4"W; 6 m s.n.m.) y OTN175 (Playa El Canelo, Algarrobo;
33°22'00.5"S, 71°41'30.4"W; 14 m s.n.m.), colectadas en 2022 por Toro-Nufiez
O., Carrasco-Mufioz P & N. Villalobos. Las muestras fueron secuenciadas
mediante lecturas pareadas de 150 PE generados a través de DNBSeq (BGl).
Los fragmentos iniciales fueron filtrados por contaminacion usando el programa
Centrifuge v.1.0.3, usando las librerias referenciales para ADN humano, viral y
bacteriano (Kim et al., 2016), ademas de la base de datos referencial Ref-Seq de
hongos disponibles en NCBI (O’Leary et al., 2016). Posteriormente, las lecturas
resultantes fueron usadas para un ensamble denovo con el programa Spades v.
4.0 (Prjibelski et al., 2020), usando opciones por defecto. Finalmente, ademas de
reportar los estadisticos de ensamble usando assembly-stats v. 5.0.2 (Gurevich
et al., 2013; Mikheenko et al., 2018), los contigs resultantes con menos de 300
pb fueron descartados para optimizar el mapeo de secuencias de extension

completa sobre la referencia.
5.2. Ensamble de datos e imputacién de SNPs

El proceso de ensamble de generacion de SNPs se llevo a cabo usando un
mapeo con referencia, mediante el pipeline bioinformatico ipyrad v.0.9093 (Eaton
& Overcast, 2020). Para esto se usaron los parametros definidos por defecto por
el autor, a excepcién de: 1) las lecturas fueron tratadas como pares, 2) el mapeo
fue dirigido con un modo “pair ddRAD”, 3) cobertura de un maximo de filtro de
50% muestras por locus y 4) frecuencia de un 50% en el total de muestras.
Finalmente, asumiendo que el muestreo de ISSR se realiza desde diversos
microsatélites no ligados, se extrajo una matriz de SNPs unicos por locus para
analisis posteriores, en formato vcf usando vcffools v.0.1.16 (Danecek et al.,
2011).
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5.3. Estructura genética

Con la finalidad de detectar la integridad genética basada en la ancestria y
aproximar la dinamica del flujo génico, se reviso la estructura genética de los
individuos secuenciados. Para esto, se siguieron las sugerencias de Janes et al.
(2017). Los analisis de estructura se llevaron a cabo usando el método sNMF,
disponible en el paquete LEA v.3.16.0 (Frichot & Frangois, 2015) de R, el cual
proporciona resultados afines programas de asignacién de ancestria cémo
STRUCTURE (Frichot et al., 2014). Adicionalmente, se corrobor6 este
agrupamiento usando un método de aglomeracién genética no paramétrica,
basado en Analisis Linear Discriminante (DAPC), del paquete adegenet v2.1.10
(Jombart, 2008). Para ambos analisis se utilizé el paquete vcfR v.1.15.0 (Knaus
& Grinwald, 2017) para transformar los vcf obtenidos anteriormente al formato

requerido de cada analisis.

5.4. Reconstruccion relaciones filogenéticas

De las mismas matrices de datos se realizaron distintas aproximaciones de las
relaciones filogenéticas. Inicialmente, se infirié una red de distancias filogenéticas
con el algoritmo NeighborNet, usando distancias no corregidas (parametros por
defecto) para la representacién de las relaciones evolutivas reticuladas con
SplitsTree v4.19.2 (Huson & Bryant, 2006). En cuanto a relaciones filogenéticas
dicotdmicas, se infirid un arbol de especies con SVDquartets en PAUP* v4.0a
(Swofford, 2002). Este método emplea un modelo de coalescencia no
parameétrico basado en cuartetos para evaluar la correspondencia de las
particiones de la distribucion de los genes en multiples OTUs (Unidades
Taxondmicas Operativas), ayudando efectivamente a reconciliar discrepancias
filogenéticas generados por coalescencia reciente (Chifman & Kubatko, 2014).
Este analisis se realizd usando dos estrategias de inferencia: forzando la
monofilia de las muestras analizadas, se infiri6 un arbol de poblaciones (i.e.

individuos agrupados en localidades como OTU) y un arbol de especies (i.e.
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individuos agrupados en taxones como OTU), para evidenciar posibles
discrepancias entre asignaciones de OTUs basadas en monofilia reciproca. El
soporte de los grupos recuperados para ambos arboles se revis6 con un

bootstrap no-paramétrico de 1000 repeticiones.

Adicionalmente, se revisaron las relaciones filogenéticas usando la estrategia de
concatenacion mediante supermatriz, usando el criterio de inferencia de maxima
verosimilitud (ML) con el programa |Q-tree 2 v.2.4.0 (Minh et al., 2020). Esta
inferencia se genero con la inferencia de modelo de sustitucion nucleotidica del
programa ModelFinder (Incorporado a IQ-Tree 2; Kalyaanamoorthy et al., 2017)
y el soporte de clados recuperados se cotejo con 1000 pseudoreplicas obtenidas
con los algoritmos “Ultra Fast Bootstrap” (UFboot; Hoang et al., 2018) y
“Approximate Likelihood-Ratio Test” (SH-aLRT; Guindon et al., 2010). Los clados
fueron considerados como confiables si los soportes recuperaron valores
conjuntos de Uboot >= 95% y SH-aLRT >= 80%, siguiendo las recomendaciones
indicadas en la guia de usuario de IQ-TREE 2 (Minh et al., 2020; IQ-TREE
Development Team,2025).

6.0 Relaciones entre Diversidad Genética, Fenotipica y el Paisaje

Las diferencias genéticas y fenotipicas entre poblaciones no siempre se
correlacionan directamente, ya que suelen estar influenciadas por distintos
mecanismos de aislamiento reproductivo y adaptacion local (Bolnick et al., 2023).
Esta falta de correspondencia puede generar discrepancias entre los patrones
observados en los datos moleculares y los datos morfolégicos, especialmente en
contextos taxondmicos. Una forma de abordar esta complejidad es evaluar cémo
se relacionan entre si, la divergencia genética y fenotipica y si pueden estar
explicadas por la distancia geografica y ambiental entre poblaciones. Esto
permite estimar la contribucion relativa del aislamiento por distancia y del

aislamiento por ambiente en la estructuraciéon genética (Wang & Bradburd,
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2014).En sistemas caracterizados por flujo génico persistente, como los
singameones, se espera que los patrones de diversidad genética reflejen una
correlacion positiva con ambos procesos de aislamiento, los cuales no
necesariamente pueden alinearse con una diferenciacion fenotipica observable
o evidente (Abbott et al., 2013). Asimismo, la distancia geografica puede entregar
informacion relevante sobre estos procesos, ya que el patron espacial de los
hibridos y genotipos recombinantes no siempre sigue un gradiente continuo
cuando el aislamiento reproductivo es permeado por introgresion (Stankowski &
Ravinet, 2021).

Para revisar la naturaleza de los patrones de diferenciacion natural en
singameones detectados, se empleé un analisis de redundancia basado en
distancias (db-RDA). Este enfoque de ordenacioén restringida permite cuantificar
la proporcion de variacion explicada por distintas variables explicativas, tanto de
manera independiente como conjunta, a partir de matrices de distancia no
euclidianas (Legendre & Anderson, 1999). En este caso, el db-RDA se usé para
evaluar la asociacién de las distancias genéticas y fenotipicas observadas
(variables respuesta), contra las distancias ambientales, geogréficas, y de

ancestralidad (via estructura genética neutral), sobre los taxones analizados.

Para las variables de respuesta, se considerd una distancia fenotipica Euclidiana
calculada partir de la variacion fenotipica total representada, usando los valores
promedios entre poblaciones de los ejes de ordenacion recuperados por
morfometria (PCA), colorimetria (NMDS) y medidas escalares (PCA), con el
paquete vegan v. 2.6-8 (Oksanen et al.,, 2007). En el caso de la distancia
genotipica, se calculd la distancia de Nei (Nei, 1972) usando el paquete adegenet
v2.1.10 (Jombart, 2008). En cuanto a la estadistica basica poblacional (i.e. Ho,
He, Fst, entros) se calculd con el paquete hierfstat v.0.5-11 (Goudet & Jombart,
2024).
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En el caso de las variables predictoras, la distancia geografica se representoé a
partir de una matriz de distancias que considera la estructura del paisaje entre
poblaciones. A partir de esta matriz, se derivaron variables espaciales mediante
el analisis de coordenadas principales de matrices de vecindad (PCNM),
calculadas con la funcién pcnm del paquete vegan v. 2.6-8 (Oksanen et al., 2007),
las cuales permiten incorporar la estructura espacial en los analisis multivariados
(Legendre & Legendre, 2012). La distancia ambiental, se calcul6 a partir de una
serie de variables sintéticas desde el set de datos bioclimaticos disponibles en
worldclim v 2.1 (Fick & Hijmans, 2017). Esto se consigui6 realizando un Analisis
de Componentes Principales sobre las 19 variables bioclimaticas, las cuales
fueron previamente recortadas sobre un espacio de distribucién potencial inferido
para el area muestreal (“M” segun Barve et al., 2011). Para esto, se estimd un
poligono usando los datos de presencia del analisis de distancia geografica y
afiadiendo un buffer de 13 km alrededor. Posteriormente, se condujo el analisis
de componentes principales sobre las capas bioclimaticas, reteniendo las
primeras tres componentes dado que retuvieron un maximo de 95% de la
varianza explicada. Finalmente, se extrajo el valor promedio de cada punto de
presencia, usando un buffer de 5 km a la redonda usando el paquete rasterv.1.8
(Hijmans, 2020). Finalmente, se evalud la ancestria como variable predictora, a
partir del principio que la estructura genética, como estimador de flujo génico,
explicaria las distancias observadas en las distancias genéticas y fenotipicas

observadas.

El analisis de redundancia se condujo considerando la identidad taxonémica de
todos los taxones usados como factor dentro del calculo realizado, asumiendo
que las distintas especies tendran diferentes relaciones entre las matrices
analizadas con el paquete vegan v. 2.6-8 (Oksanen et al., 2007). Finalmente,
como una forma de corroborar la asociacion entre las matrices de distancia
fenotipica y genotipica, se realizé un test de Mantel de 999 permutaciones (por

defecto) utilizando la funcién mantel del paquete vegan.
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Todos los analisis, tanto fenotipicos como genotipicos y de correlacion, fueron
realizados en la plataforma estadistica R v. 4.5.0 (R Core Team, 2025), a través
de la interfaz de RStudio v.2025.05.0 (RStudio Team, 2025).

RESULTADOS

1.0. Analisis Fenotipicos
1.1. Morfometria Geométrica

Analisis de componentes principales

Este analisis muestra que, en el PCA, se retuvieron un total de 15 componentes
principales, dando un total de 70.5% de varianza explicada entre el primero
(0.571) y el segundo componente (0.134) (ver Fig. A1, Anexo). La ordenacion
resultante entre estos ejes no demuestra una diferencia entre los taxones
predefinidos en el analisis (Fig. N° 01). A pesar de que se observé una ordenacion
en forma de herradura en los principales componentes recuperados, sugiriendo
un efecto de isometria de las flores analizadas, no se observaron diferencias
entre los taxones al momento de aplicar una correccion por simetria y asimetria

dentro del morfoespacio recuperado (ver Fig. A2 y A3, Anexo).
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Figura N° 01. Anadlisis de componentes principales de la forma de la flor por especie en
el morfoespacio, basado en el ordenamiento de los dos primeros componentes. Nota:
las formas retratas son formas promedios dentro del morfoespacio, cualquier duda ante

las formas las formas ingresadas y analizadas ver Fig. A4, Anexo.

Analisis estadistico multivariado

En términos de la diferenciacién multivariada, el analisis de MANOVA no mostré
diferencias significativas de diferenciacion morfométrica en los centroides de las

especies designadas (Tabla N° 02).
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Tabla 02. Tabla resumen de los valores-p del MANOVA para cada par de especies.

A. angustifolia A. cummingiana A. hookeri A. marticorenae

A. angustifolia 0.120 0.240 0.082
A. cummingiana 0.307 0.276
A. hookeri 0.482

Analisis Linear Discriminante y Validacion Cruzada (LDA + CV)

Al aplicar el LDA, la ordenacién resultante no ofrece una mayor diferencia
detectable en el morfoespacio, a excepcion de A. angustifolia 'y A. hookeri, los

que presentan una dispersion mayor dentro del espacio definido (Fig. N°02)

[ A. hookeri

. A. marticorenae
[ A. cummingiana
B A. angustifolia

05
0.25 IH
o Ml |

Figura N° 02. Esquema del Andlisis Linear Discriminante ocupando los dos primeros

componentes principales.
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La validacion cruzada reveld que el valor de asignacion mas alto obtenido fue de
43%, en la cual las muestras de A. marticorenae fueron predichas como A.
cummingiana, por ende, representando una baja predictibilidad respecto a la
taxonomia propuesta (ver Fig. N° 03 A). En cuanto al analisis no supervisado,
con control de ruido se obtuvieron dos grupos, en los cuales el primero predijo
marginalmente individuos de los taxones analizados, a excepciéon de A.
angustifolia con un 33%. En el segundo grupo, los taxones fueron predichos con

porcentajes sobre el 90%, a excepcion de A. angustifolia con solo un 67% de

predictibilidad (Fig. N° 03 B).

A) Prediccion Supervisada B) Prediccién No supervisada
(con control de ruido)

A. angustifolia
A. cummingiana
A. hookeri

A. marticorenae

0.33 0.67

=}
w
=3
o
T
o
Gz
o
5
w

A. angustifolia

A. cummingiana = 0.27 0.34 0.22 0.17 0.098

C
O
X
©
- A. hookeri ~ 0.18 03 0.34 0.18 0.045

A. marticorenae 0.1 . 0.36 0.11 0.036

Figura N° 03. Validacién Cruzada (CV) de resultados de morfometria geométrica A)
Grafico de predictibilidad de VC supervisado en base a los resultados del LDA. B) Grafico

de predictibilidad de VC no supervisado con control de ruido en base a los resultados de

clustvarsel.
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1.2. Morfometria Escalar

Analisis estadistico multivariado

Los resultados del MANOVA mostraron diferencias significativas en la razén
Area/Perimetro en todos los pares analizados, a excepcion de A. cummingiana
con A. marticorenae (Ver Tabla N° 03). A su vez, no se encontraron diferencias

significativas entre los taxones analizados al usar la razén Largo/Ancho (Ver
Tabla N° 04).

Tabla 03. Tabla resumen de los valores-p del MANOVA para la razén Area/Perimetro.

AP A. angustifolia A. cummingiana A. hookeri  A. marticorenae
A. angustifolia 0.052
A. cummingiana 0.740
A. hookeri 0.052

Tabla 04. Tabla resumen de los valores-p del MANOVA para la razén Largo/Ancho.

LW A. angustifolia A. cummingiana A. hookeri A. marticorenae
A. angustifolia 1 0.671 1
A. cummingiana 0.114 1
A. hookeri 0.356

Analisis Linear Discriminante y Validacion Cruzada (LDA + CV)

La validacién cruzada supervisada revel6 que el valor de asignacion mas alto
obtenido fue en A. angustifolia con un 67%, A. cummingiana, con un 63% y A.
hookeri con un 64% (ver Fig. N° 04 A). En cuanto al analisis no supervisado, se
obtuvieron tres grupos en los cuales el cluster 1 tuvo un valor de asignacion mas

alto fue de un 33%. En el segundo cluster el valor mas alto fue de un 76% para
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A. cummingiana eny un 70% en A. hookeri. En el cluster 3 A. marticorena alcanz6

una predictibilidad de apenas un 57% (ver Fig. N° 04 B).

A) Prediccion Supervisada  B) Prediccion No supervisada
(con control de ruido)
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X
®
— .
A. hookeri 0 0.27 0.091 0.068 0.23

A. marticorenae =~ 0.29 0.18 0.36 0.18 0.036 0.39 0.57

Figura N° 04. Validacion Cruzada (CV) de resultados de medidas escalares A) Grafico
de predictibilidad de CV supervisado en base a los resultados del LDA. B) Grafico de

predictibilidad de CV no supervisado con control de ruido en base a los resultados de

clustvarsel.

1.3. Colorimetria

Analisis estadistico multivariado

En el analisis de Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), la
distribucion de los planos que incluyen el eje NMDS1, separan dos grandes
grupos que incluyen a A. angustifolia + A. hookeri en un grupo y A. cummingiana

+ A. marticorenae en el otro, siendo los 3 primeros ejes los mas significativos (ver
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Fig. N° 05). Los resultados de los centroides de los grupos ordenados de NMDS
mostraron diferencias significativas entre las especies en estudio, exceptuando

para el par A. angustifolia - A. hookeri (ver tabla N° 05).

A

A

92}

@]

=

Z

?

= E A. hookeri

z |Z| A. marticorenae
EI A. cummingiana
| = | A angustifolia

-20 -10 0 10 20

Figura N° 05. Analisis de Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de la forma
de la flor por especie en el morfoespacio, basado en el ordenamiento de las tres primeras

dimensiones.
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Tabla 05. Tabla resumen de los valores-p del MANOVA para cada par de especies.

A. angustifolia A. cummingiana A. hookeri  A. marticorenae

A. angustifolia 0.138

A. cummingiana
A. hookeri

Analisis Linear Discriminante y Validacion Cruzada (LDA + CV)

Para el analisis de clasificacion supervisado (LDA + CV), sélo A. cummingiana
fue predicha correctamente en un 73% (Fig. N° 06 A). A pesar de que el resto de
los taxones no alcanz6é el minimo esperado para considerar predictibilidad
taxonodmica significativa, se obtuvieron mejores predicciones en comparacion al
analisis de morfologia geométrica, con un 64% de A. angustifolia y el 68% de A.
hookeri predichos correctamente (Fig. N° 06 A). Finalmente, las observaciones
de A. marticorenae fueron predichas correctamente en un 50%, mientras que el

46% restante fue predicha como A. cummingiana.

Para el analisis no supervisado, se obtuvieron tres grupos (ver Fig. N° 06 B), de
los cuales tanto A. angustifolia (95%) y A. hookeri (86%) fueron agruparon en el
cluster 2. Asi mismo, el 83% de A. cummingiana y 100% de A. marticorenae se
agruparon en el cluster numero 3. El primer cluster, recuperd un bajo numero de

individuos de los cuatro taxones (prediccion entre 2% al 6%, aproximadamente).
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Figura N° 06. Validacién Cruzada (CV) de resultados de colorimetria A) Grafico de

predictibilidad de CV supervisado en base a los resultados del LDA. B) Grafico de

predictibilidad de CV no supervisado con control de ruido en base a los resultados de

clustvarsel.

Fenotipo total

Analisis estadistico multivariado

Los resultados del PERMANOVA mostraron diferencias significativas entre las

especies en estudio, exceptuando para el par A. angustifolia - A. hookeri. (ver

Tabla N° 06)

32



Tabla 06. Tabla resumen de los valores-p del PERMANOVA para cada par de especies.

A. angustifolia A. cummingiana A. hookeri A. marticorenae

0.493

A. angustifolia

A. cummingiana 0.048

A. hookeri

Analisis Linear Discriminante y Validacion Cruzada (LDA + CV)

EL LDA muestra mayor diferenciacion entre las especies en comparacion a los
demas resultados. Sin embargo, aun se puede observar la agrupacién de los
pares A. angustifolia + A. hookerilevemente y A. cummingiana + A. marticorenae

en mayor medida, similar que el analisis de colorimetria (Ver Fig. N° 07)
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LD2

. A. hookeri
I A. marticorenae

A. cummingiana
LD1 A. angustifolia

Figura N° 07. Esquema del Anadlisis Linear Discriminante ocupando los dos primeros

componentes principales generados de la combinacion de los vectores de ordenacion

de fenotipo floral total (colorimetria, morfometria geométrica y morfometria escalar).

Para el analisis de clasificacion supervisado (LDA + CV), los cuatro taxones
fueron predichos correctamente superando el 70% de predictibilidad. La mayor
prediccion la obtuvo A. hookeri (90%), seguida de A. cummingiana (87%), A.
angustifolia (85%) y A. marticorenae que representd la peor prediccion con un

73% correcto y un 23% asignado como A. cummingiana (Fig. N° 08 A).
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Para el analisis no supervisado, se obtuvieron cuatro grupos. Los cuatro taxones
fueron asignados al cluster 3. Solo A. cummingiana obtuvo un 82% de
predictibilidad, mientras que los taxones restantes no alcanzaron el porcentaje
minimo de predictibilidad. A. angustifolia (64%), A. hookeri y A. marticorenae
(62%) (ver Fig. N°08 B).

A) Prediccién Supervisada  B) Prediccién No supervisada
(con control de ruido)
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‘O
X
@®
= A. hookeri ~ 0.069  0.034 0 0.17 0.21 0
0.12

A. marticorenae  0.038 0.23 0 . 0.15 0.12

Figura N° 08. Validacién Cruzada (CV) de resultados de colorimetria A) Grafico de
predictibilidad de CV supervisado en base a los resultados del LDA. B) Grafico de

predictibilidad de CV no supervisado con control de ruido en base a los resultados de

clustvarsel.
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2.0. Analisis Genotipicos

2.1 Ensamble genémico

El ensamble del genoma de referencia de Alstroemeria hookeri subsp.
recumbens generdé un draft inicial de 677.170 contigs, con un total de 216.7 Mb.
Sin embargo, el ensamble presentd un alto nivel de fragmentacion, mostrando un
N50 de 278 pb y un promedio de largo de contig de 302.07 pb. Luego de filtrar
aquellos contigs inferiores a 300 pb, se mejord a un draft de 175.824 pb, con un
largo acumulado de 93.5 Mb. La calidad de este ensamble mostré una mejora,
con un N50 de 489 bp y un N70 de 351 pb, recuperando un contig de 38.347
como el mas largo. En ambos casos, no se presentaron contigs ambiguos (N’s
per 100 kbp = 0.00), asegurando una alta fidelidad de la referencia para el mapeo

de lecturas de MIG-Seq.

En el procesamiento de datos mediante ipyrad, se obtuvo un total inicial de
20.224 loci previo al filtrado. Posteriormente, tras aplicar el filtro por maximo de
loci, se retuvieron 19.252 loci. Finalmente, al incorporar un criterio de presencia
minima de muestras del 50%, el conjunto de datos se redujo a 614 loci, los cuales

fueron utilizados en los analisis posteriores.
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Tabla 07. Tabla resumen del ensamble gendmico del draft inicial del genoma de

referencia de Alstroemeria hookeri subsp. recumbens.

Ensamble total (Todos los Ensamble Filtrado (= 300

Contigs)
pb)

Largo Total 216.738.512 bp (~216.7 Mb) 93.516.247 bp (~93.5 Mb)
Numero total de contigs 677.170 175.824
N50 278 bp 489 bp
N70 247 bp 351 bp
L50 227.404 44.984
Contig mas largo 38.347 bp 38.347 bp
Contenido GC (%) 44,08% 43,73%
N's per 100 kbp 0 0

2.2. Estadistica genética basica

La diversidad genética fue consistentemente baja en las cuatro especies
analizadas, con valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hs)
similares entre ellas (Tabla N° 08). En todos los casos, Ho fue comparable o
ligeramente superior a Hs, lo que se reflejo en valores Fis negativos para todas
las especies a excepcion de A. hookeri. No se detectd diferenciacion genética

entre especies segun valores de Fsr.
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ElI AMOVA reveld que la mayor proporcion de la variacién genética se concentré

dentro de las muestras (73.32%), seguida por la variacion entre especies

(17.25%) y, en menor medida, entre muestras dentro de especies (9.43%)

(Tablas N° 09 y 10). Los componentes de varianza indicaron que, si bien existe

un aporte atribuible a la diferenciacion entre especies, la estructura genética esta

dominada por la variacion entre las muestras.

Tabla 08. Resumen de los valores de diversidad genética.

Especie Ho Hs Ht Fis Fst
A. angustifolia 0.036  0.028 0.035 -0.115 0.143
A. cummingiana 0.038 0.033 0.034 -0.060 0.027
A. hookeri 0.051 0.041 0.050 -0.062 0.099
A. marticorenae 0.049 0.040 0.045 -0.112 0.045

Tabla 09. Resultados del AMOVA en base a

las fuentes de variacién y suma de

cuadrados.
Df Suma de cuadrados  Media cuadratica
Entre especies 3 238.126 79.375
Entre muestras dentro de especies 185.018 16.82
Dentro de las muestras 118 940 7.966
Total 132 1363.144 10.327

Tabla 10. Resultados del AMOVA en base a los componentes de varianza y porcentaje

de variacion.

Varianza (o)

% de variacion

Entre especies 1.874 17.25%
Entre muestras dentro de especies 1.025 9.43%
Dentro de las muestras 7.966 73.32%
Total 10.865 100%
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2.3. Estructura genética
Los analisis de estructura demostraron una congruencia parcial con los grupos
taxonomicos predefinidos; sin embargo, se detectaron variaciones de asignacion

de clusters, dependientes tanto del método como en las poblaciones analizadas.

En el caso del DAPC, se demostré una coherencia mayoritaria de los cuatro
clusters (véanse Figuras A5 - A6 y Tabla A1, Anexo) asignados con los grupos
taxonomicos predefinidos, A. angustifolia asignado al Cluster 1, con algunos
individuos asignados al Cluster 2; A. cummingiana se asigné al Cluster 2; en A.
hookeri subsp. recumbens la poblacion 236 y 253 fue asignada al Cluster 4
(asociada a A. marticorenae), algunos individuos de 236 fueron asignados al
Cluster 2 (asociada a A. cummingiana), en cambio la poblacion 243 se asigno al
Cluster 3. A. marticorenae fue asignada al Cluster 4 con individuos de la
poblacién 244 y 251 al Cluster 2 (asociada a A. cummingiana) y otros de la
poblacién 244, 247 y 251 al Cluster 1 (asociada a A. angustifolia) (Fig. N° 09).

En el caso de la estructura basada en SNMF, se encontraron importantes niveles
de admixture con cuatro clusters detectados. Estos clusters sugieren la presencia
de un cluster predominante por taxén: Cluster A en A. angustifolia, Cluster B en
A. cummingiana, Cluster C en A. hookeri subsp. recumbens y Cluster D en A.

marticorenae (Fig. N° 09).

Al analizar la estructura genética en pares de taxones, basado en las relaciones
retratadas con analisis de coalescencia (ver en Reconstrucciones Filogenéticas,
Fig N° 14), los clusters inferidos mostraron diferentes resultados dependiendo del
método. En el caso de DAPC, se mantuvo un cluster por taxén, sélo hubo un
individuo en cada especie que fue asignada al otro Cluster. Similarmente, el
analisis de SNMF mostrd solo dos clusters asignados para A. angustifolia y A.
cummingiana, mostrando niveles de admixture superiores al 50% en el ultimo

taxon (Fig. N° 10). Por otro lado, en el par A. hookeri subsp. recumbens y A.
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marticorenae también se obtuvieron dos clusters, en A. hookeri subsp.
recumbens la poblacion 253 y un individuo de la poblacién 236 fueron asignados
al Cluster de asociado a A. marticorenae. Con SNMF, también se obtuvo dos
clusters genéticos, exhibiendo niveles de admixture en la poblacion 236 menores
al 50%, mientras que en la poblacién 253 superan el 50% de admixture (Fig. N°
11).
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Figura N° 09. Esquema resumen de la asignacion de clusters de ancestria mediante DAPC y SNMF de los cuatro taxones.
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Figura N° 10. Esquema resumen de la asignacion de

clusters de ancestria mediante DAPC y SNMF, respecto al
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Figura N° 11. Esquema resumen de la asignacion de

clusters de ancestria mediante DAPC y SNMF, respecto al

par A. hookeri subsp. recumbens y A. marticorenae.
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2.4. Reconstruccion relaciones filogenéticas

En las relaciones filogenéticas basadas en NeighborNet se observd cierta
polaridad en las agrupaciones recuperadas, aunque noO en grupos
exclusivamente monofiléticos. Fue posible detectar al menos cuatro
incongruencias principales en los grupos recuperados: 1) A. marticorenae se
ubica en el centro de la red, con un individuo ubicado en A. angustifolia y A.
cummingiana; 2) individuos de A.hookeri aparecen recuperados junto a muestras
de A. cummingiana; 3) individuos de A. cummingiana se agrupan con A. hookeri;
4) individuos de A angustifolia agrupados con A. marticorenae y A. cummingiana
(ver Fig. N° 12). Las conexiones internas y ramificaciones dentro de cada grupo
son indicativas de una menor divergencia genética entre las muestras del mismo
grupo.

En cuanto al arbol filogenético basado en concatenaciéon (ver Fig. N° 13), los
clados recuperados a diferencia con lo observados con el NeighborNet, este no
presentd grupos definidos a nivel de especies ni poblacional, no hubo ramas

soportadas significativamente.

Por otro lado, el arbol filogenético basado en coalescencia mostro relaciones
filogenéticas en clados bien definidos de poblaciones. Por una parte, fue posible
distinguir el par A. angustifolia y A. cummingiana como un grupo monofilético y
filogenéticamente bien soportado (91.7), siendo ambas monofiléticas dentro de
este grupo (96.9 y 67.6 respectivamente). En el caso de A. hookeri también se
recuperd como grupo monofilético, sin embargo el soporte es bajo (24.1). Por otra
parte A. marticorenae fue recuperado como grupo no monofiléticos debido a la
topologia de la poblacion 244 (ver Fig. N° 14). A su vez el arbol de especies
concuerda con la agrupacién del par A. angustifolia y A. cummingiana con un
96.9 de soporte, mientras que el par A. hookeriy A. marticorenae se agrupan con
un 57.6 de soporte. En ninguno de los arboles inferidos, ni poblaciones ni
especies, fue posible evidenciar un soporte significativo en la base de los cuatro

taxones (ver Fig. N° 14)
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Figura N° 12. Esquema de la red de distancias filogenéticas con el algoritmo
NeighborNet.
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3.0. Relaciones entre Diversidad Genética, Fenotipica y el Paisaje

Los analisis de redundancia basados en distancias (db-RDA) revelaron patrones
diferenciados, pero parcialmente concordantes entre las matrices de distancia
fenotipica y genotipica (Tabla N° 12). En general, la proporcion de varianza
explicada fue mayor para la distancia fenotipica que para la distancia genética, lo
que sugiere una asociacion mas estrecha entre la variacion fenotipica y los
factores explicativos evaluados. En concordancia con estos resultados,el test de
Mantel evidencidé patrones contrastantes en la asociacion entre las distintas
matrices de distancia. El fenotipo total mostr6 correlaciones positivas y
significativas con sus componentes, siendo mas alta con la morfometria
geométrica (r = 0.581, p = 0.001), seguida por la morfometria escalar (r = 0.549,
p = 0.001) y la colorimetria (r = 0.417, p = 0.001). En contraste, la relacion entre
el fenotipo total y la distancia genética fue baja y no significativa (r = 0.093, p =
0.069)(Tabla N° 11).

Entre los componentes fenotipicos independientes, las correlaciones fueron en
general bajas y no significativas, incluyendo la relacién entre morfometria
geométrica y morfometria escalar (r = 0.096, p = 0.051), morfometria geométrica
y colorimetria (r = 0.058, p = 0.060), y morfometria escalar y colorimetria (r =
0.045, p = 0.108)(Tabla N° 11).

En cuanto a su relacidon con la distancia genética, solo la morfometria escalar
presentd una correlacion débil pero significativa (r = 0.100, p = 0.046), mientras
que la morfometria geométrica (r = 0.006, p = 0.459) y la colorimetria (r = 0.061,

p = 0.058) no mostraron asociaciones significativas.
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Tabla 11. Correlacion entre matrices de distancia fenotipicas (morfometria y colorimetria)
y genética evaluada mediante test de Mantel. F: fenotipo total; MG: morfometria

geométrica; ME: morfometria escalar; C: colorimetria; G: distancia genética.

Matrices de distancia r de Mantel valor-p

F vs MG 0.581

F vs ME 0.549

FvsC 0.417

FvsG 0.093 0.069
MG vs ME 0.096 0.051
MGvs C 0.058 0.06
MGvs G 0.006 0.459
ME vs C 0.045 0.108
ME vs G 0.100 G646
CvsG 0.061 0.058
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Figura N° 15. Esquema de los resultados del test de Mantel.
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Distancia fenotipica

Para la matriz de distancia fenotipica, el modelo completo explicé un 38% de la
varianza total. Aunque algunos modelos parciales mostraron valores elevados de
varianza explicada, el modelo completo presentdé un menor R? ajustado debido a
la alta colinealidad y a la amplia varianza compartida entre los predictores. Las
diferencias entre modelos parciales y el modelo completo reflejan la fuerte
varianza compartida entre predictores y la correccion inherente al R? ajustado

frente a modelos mas complejos.

Los modelos que incluyen la categorizacidén taxonomica, en su mayoria,
mostraron una contribucion significativa a la varianza explicada. Los valores mas
altos se obtuvieron para las combinaciones ambiente + taxonomia (60.5%) y
ambiente + ancestria + taxonomia (59.8%). Seguido por las contribuciones
individuales, de la taxonomia (47.1%) y la ancestria (25.3%) respectivamente. En
contraste, la distancia geografica no explicé varianza fenotipica de manera
independiente (Tabla N° 12).

En cuanto a las fracciones independientes, mostraron que la mayor proporcion
de varianza exclusiva correspondid, nuevamente, a la taxonomia (39%), mientras
que el efecto del ambiente fue menor pero igualmente significativo (20.3%). En
cambio, ni la geografia ni la ancestria explicaron la varianza fenotipica (Tabla N°
12).

Al condicionar los modelos por la taxonomia (i.e., realizar la comparacion sin
considerar la identificacion taxonémica) la varianza explicada por los factores
restantes disminuyo6 notablemente, siendo el ambiente la variable mas explicativa
apenas con un 13.4% no obstante, fue significativo. La combinacion ambiente +
ancestria explico un 12.6%, también significativo. La ancestria genética, por si
sola tuvo porcentajes de explicacion bajos (1.5%) y la significancia fue marginal
(0.051) (Ver Tabla N° 12).
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Tabla 12. Tabla resumen del analisis de redundancia basados en distancias usando Fenotipo

como variable respuesta. Se evalué el efecto de distintos predictores, incluyendo distancia

ambiental (amb; derivada de condiciones ambientales), distancia geografica (geo), distancia de

ancestria (ances; obtenida a partir de analisis de ancestria) y taxén.

Adj. R2 P(>F)
1.- Contribuciones individuales
F~geo -0.525 1
F ~ ances 0.253
F ~ taxon

F ~amb + geo

F ~amb + ances

F ~amb +tax

F ~ geo + ances

F ~ geo + tax

F ~ ances + tax

F ~amb + geo + ances
F ~amb + geo + tax

F ~amb + ances + tax
F ~ geo + ances + tax

F ~amb + geo + ances + tax

-0.337 0.989

-0.145 0.879
0.190 0.066

-0.009 0.521

2.- Fracciones independientes

F ~amb | geo + ances + tax
F ~ geo | amb + ances + tax
F ~ ances | amb + geo + tax

F ~ tax | amb + ances + geo

0.203
-0.217
-0.044 0.904

3.- Condicionado por taxonomia

F ~amb | tax

F ~ geo | tax

F ~ ances | tax

F ~amb + geo | tax

F ~amb + ances | tax
F ~ geo + ances | tax

F ~amb + geo + ances | tax

-0.281 1
-0.047 0.717
-0.294 0.5245
-0.091 0.87




Distancia genotipica

Para la matriz de distancia genotipica, el modelo completo explicé un 22.9% de
la varianza. La varianza explicada fue consistentemente menor que para la matriz
fenotipica. La mayor explicacion de la varianza fue dada por la geografia como
fraccion independiente (23.4%) (Tabla N° 12).

Al igual que en la distancia fenotipica, en las contribuciones individuales los
modelos que incluyen la taxonomia explicaron las mayores proporciones de
varianza genética. EI modelo completo, que incorporé ambiente, geografia,
ancestria y taxonomia, explicd el 22.9%. El ambiente, ancestria y taxonomia
explicé el 21.8%. El ambiente y taxonomia explicé el 21.1%. Sin embargo, estos
factores de manera independiente no fueron altamente explicativos, pero

mostraron efectos significativos (Tabla N° 13).

Al condicionar los modelos por la taxonomia, la varianza explicada por los
factores restantes disminuy6 notablemente. No obstante, la combinacion del
ambiente, geografia y ancestria explico un 21%. Las demas variables
mantuvieron efectos significativos con porcentajes de explicacién bajos (Ver
Tabla N° 13).

En concordancia con los resultados del db-RDA, que evidenciaron una fuerte
influencia del ambiente, la ancestria y la taxonomia sobre la variacion fenotipica
y genotipica, la prueba de Mantel revelé una asociacién débil entre las distancias
fenotipica y genética, indicando una correspondencia limitada entre ambos

niveles de variacion.
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Tabla 13. Tabla resumen del analisis de redundancia basados en distancias usando Genotipo

como variable respuesta. Se evalué el efecto de distintos predictores, incluyendo distancia

ambiental (amb; derivada de condiciones ambientales), distancia geografica (geo), distancia de

ancestria (ances; obtenida a partir de analisis de ancestria) y taxén.

Adj. R2 P(>F)

1.- Contribuciones individuales

G ~amb

G ~geo

G ~ances

G ~taxon

G ~amb + geo

G ~amb + ances

G ~ amb +tax

G ~ geo + ances

G ~ geo + tax

G ~ ances + tax

G ~amb + geo + ances
G ~amb + geo + tax
G ~amb + ances + tax
G ~ geo + ances + tax

G ~amb + geo + ances + tax

-0.140 1

0.011 0.4

2.- Fracciones independientes

G ~amb | geo + ances + tax
G ~ geo | amb + ances + tax
G ~ ances | amb + geo + tax

G ~ tax | amb + ances + geo

3.- Condicionado por taxonomia

G ~ amb | tax

G ~ geo | tax

G ~ ances | tax

G ~amb + geo | tax

G ~amb + ances | tax

G ~ geo + ances | tax

G ~amb + geo + ances | tax

0.051
0.064
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DISCUSION

La definicion de especie en Alstroemeria ha sido tradicionalmente tratado desde
una perspectiva fenotipica, la que suele tener sustentos en la gran cantidad de
caracteres disponibles para el reconocimiento de su entidades (Finot et al.,
2018a). Sin embargo, la falta de comprension de los mecanismos de
diversificacion es la principal razén por la cual existe una notoria limitacién en la
construccion de estas hipétesis taxondmicas, toda vez que estas ayudan a
comprender como las diferencias, a partir de sus patrones de variaciéon, se
construyen alrededor de los morfotipos actualmente reconocidos (De Queiroz,
2007; Nosil, 2012). Es en este contexto, el analizar la existencia de un sistema
de singameon se hace relevante para Alstroemeria, dado que esto aportaria
evidencia para explicar la falta de cohesion imperante en varios de sus complejos
de especies. Para esto, se hace indispensable el usar datos genéticos confiables
que permitan retratar la integridad genética de las entidades presentes, asi
también cdmo esta interactia con la variacién fenotipica que soporta las
entidades actualmente reconocidas. En su suma, tanto la variacion fenotipica
como genotipica proporcionaran una perspectiva mas clara de como se organiza
la variacién de los taxones nativos de Alstroemeria y, en consecuencia, si existen
interacciones que permitan dilucidar su integridad taxondmica, en caso de estar

conformado como un singameon.

En general, los resultados obtenidos en este estudio muestran un escenario
complejo de delimitacion para el grupo de taxones de Alstroemeria estudiado, en
el cual una alta variabilidad fenotipica coexiste con una diferenciacién genética
relativamente baja y poco concordantes con la propuesta taxondmica actual
(Finot et al., 2018b; Mufoz-Schick & Moreira-Mufioz, 2003). Mientras la
morfologia floral y la colorimetria permitieron reconocer tendencias de

diferenciacion entre entidades, estas no se traducen en discontinuidades claras.
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Igualmente, los datos genéticos basados en SNPs sugieren una historia evolutiva
reciente e interconectada, lo que seria compatible con un escenario de flujo
geénico persistente entre poblaciones de diferentes taxones. En conjunto, esta
ausencia de limites discretos, tanto a nivel fenotipico como genético, es
consistente con las expectativas de organizacion en un sistema de singameon,
en el cual multiples linajes mantienen intercambio genético a pesar de cierta
diferenciacién morfoldgica (Buck et al., 2023; Grant, 1981; Mallet, 2007). En este
contexto, con la finalidad de contextualizar los patrones mencionados, la presente
discusidén se organizara en: 1) discutir los patrones de variacion fenotipica y
genotipica, 2) evaluar la correspondencia de variacion entre fenotipo - genotipo y
3) Evaluar las consecuencias taxonémicas del comportamiento de singameon en

el sistema de especies estudiados y Alstroemeria en general.
Diversidad y variacién fenotipica floral

Un punto interesante sobre la literatura asociada a patrones de variacion
fenotipica en grupos de dificil delimitacion es que ha sido abordada mayormente
desde una perspectiva taxonémica y evolutiva (i.e., complejos de especies;
(Grant, 1981; Mallet, 2005; Pinheiro et al., 2018), siendo esto limitadamente
abordado sobre cual deberia ser el comportamiento de este componente en
sistemas como el singameon. En este contexto, los analisis realizados ofrecen
una oportunidad para abordar elementos basicos de entendimiento del fenotipo,
particularmente sobre su modo de organizacidén y como este aporta en el proceso
de discriminacion de entidades. Por lo mismo, el estudio realizado en esta tesis
puede contribuir al cuerpo de evidencia ya existente, en particular, por su
contextualizacién dentro de sistemas ya ampliamente documentados en
complejos de especies y sistemas con divergencia incompleta (Soltis & Soltis,
2009; Wiens, 2007).
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En términos generales, los analisis realizados sobre el fenotipo floral no fueron
capaces de identificar consistentemente las cuatro entidades previamente
reconocidas, evidenciando una baja predictibilidad cuando se abordan caracteres
individualmente. Este resultado es consistente con lo descrito en complejos de
especies, donde el solapamiento fenotipico y la variacién continua dificultan la
asignacion de individuos a entidades discretas (Pinheiro et al., 2018). Esto
sugeriria que la informacién taxondmicamente relevante no se encuentra en el
uso de caracteres aislados, sino que en el uso combinado de estos. Esta
conclusién ha sido ampliamente documentada en eventos de hibridacion de
plantas, los cuales se caracterizan por presentar importantes niveles de
discordancia entre rasgos fenotipicos y genéticos (Arnold, 1997; Cronk & Suarez-
Gonzalez, 2018). En estos procesos, este desacople puede entenderse en el
contexto de la modularidad de los rasgos florales, donde distintos componentes
pueden responder de manera diferencial a presiones selectivas o a procesos de
herencia hibrida (Smith, 2016). Por lo mismo, es posible aseverar que esta baja
coordinacién atentaria contra una delimitacion eficiente entre los taxones de
Alstroemeria estudiados, reflejando un proceso de discordancia explicado

mayormente desde el punto de vista biologico.

Una consecuencia directa de la falta de coordinacion fenotipica es asumir la
ausencia de rangos de variacion continuos entre morfotipos florales, dado que
estos se moveran en diferentes ejes de variacion, lo que tiene implicancias
importantes para la interpretacion del sistema. Por lo mismo, se presentan
impedimentos para la construccion de limites, no por la presencia de morfotipos
sobrelapados sino por la existencia de combinatorias morfolégicas novedosas
que resultan incongruentes asociar dentro un continuo fenotipico determinado. Si
bien la variacién continua es ampliamente documentada en complejos de
especies (Mallet, 2007; Soltis & Soltis, 2009; Wiens, 2007), también es cierto que
la ocurrencia de combinaciones no congruentes de caracteres es comun dada la

existencia de procesos como la hibridacion y la introgresion, los que podrian estar
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recombinando rasgos entre linajes de forma desagregada (Lopez-Caamal &
Tovar-Sanchez, 2014; Rieseberg et al., 1993; Seehausen et al., 2014). Por lo
mismo, se hace relevante el realizar un analisis individualizado de patrones de
variacion por caracter, de forma de determinar como estos contribuirian al patron

de variacion total dentro de un singameon.

En un contexto individual, los analisis morfométricos refuerzan la evidencia de
una diferenciacion limitada y desacoplada entre entidades. Por el lado de la
morfometria geomeétrica, se observo una baja capacidad de discriminacion entre
grupos, con morfoespacios caracterizados por un amplio solapamiento y la
presencia de morfologias transgresivas. Estas expresiones son esperables bajo
eventos de hibridacion, en las cuales los caracteres pueden expresarse fuera de
los rangos esperables, dada la expresion fenotipica de los parentales (Rieseberg
et al., 1999). Este resultado podria ser consistente con lo descrito en otros
complejos de especies, incluyendo diversos grupos de monocotiledoneas
tepaloides (Hernandez-Ruiz et al., 2019; Shipunov y Bateman, 2005; Viveros-
Antonio et al., 2023), donde la falta de continuidad fenotipica en atributos de

forma dificultaria la delimitacion basada en caracteres florales exclusivamente.

Interesantemente, el mayor desempefio de discriminacién fue observado con
datos morfometria escalar, permitiendo inferir que gran parte de la diferenciacion
fenotipica floral analizada responde mas a cambios con sustento alométrico
basados en tamarfio y proporciones, que a transformaciones discretas de forma.
Este patrén podria estar influido por la ontogenia de los tépalos, derivados de
estructuras foliares (Irish, 2009), asi como por fendmenos como el
resupinamiento (Lyshede, 2002), que introducen componentes asimétricos en la
morfologia floral. En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que la
morfologia floral no puede contenerse exclusivamente en patrones de forma sin

considerar la variacién escalar, lo que sugiere mas un uso racional de la
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morfometria geométrica al momento de usarse en contexto taxondmico en

Alstroemeria.

Mientras que la falta de resolucion de la morfometria geométrica, comparado al
de morfometria escalar, podria indicar una limitacién en el cambio de forma floral,
es importante también considerar que este elemento también podria ser una
consecuencia de la interaccidon de consideraciones técnicas y propiedades
bioldgicas de las flores del sistema estudiado. En el primer punto, es posible que
la decision del uso de la técnica de morfometria de contornos exhiba limitaciones
en la captura de ciertos rasgos taxonédmicamente relevantes de las especies
evaluadas. Esto podria evidenciarse en dificultades para registrar la variacion de
estructuras agudas, como los mucrones tipicos presentes en A. hookeri subsp.
recumbens (Finot et al., 2018a), los cuales son pobremente representados
mediante aproximaciones basadas en contornos (Cope et al., 2012). Desde un
punto de vista bioldgico, es probable que el registro de forma floral se encuentre
fuertemente dominada por patrones de isometria, evidenciados en el efecto
herradura del morfoespacio geométrico floral analizado (Fig.N° 01) (Podani &
Miklos, 2002), impidiendo una definicion morfolégica estable que permita

agrupamientos coherentes de los morfotipos analizados.

En términos colorimétricos, por su parte, se observaron patrones de
agrupamiento parciales, pero dentro del mismo marco de variacién continua y
solapada observado en el resto del fenotipo, lo que también dificultaria una
discriminacion clara entre entidades. Aunque el color floral ha sido histéricamente
uno de los principales caracteres utilizados en la delimitacion de especies de
Alstroemeria (Aagesen & Sanso, 2003; Bayer, 1987), los resultados indican que,
si bien algunos grupos presentan cierta capacidad predictiva, estos patrones no
se traducen en una delimitacion consistentemente predictiva debido al amplio
solapamiento y la elevada variacion intraespecifica. La variabilidad cromatica

observada abarca un continuo de tonalidades, lo que puede explicarse por
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diferencias en la composicidbn y concentracion de pigmentos florales,
principalmente antocianinas y carotenoides, cuya expresion depende tanto de
factores genéticos como ambientales (Davies et al., 2012; Tanaka et al., 2008).
Interesantemente, a pesar de que la variacion colorimétrica tiene una variacion
fuertemente predicha por elementos de herencia (Aros et al., 2019), existen otros
factores bidticos que pueden influir en sus patrones de organizacion y alterar su
prediccion taxonomica correspondiente. Por ejemplo, es sabido que el color
podria estar sujeto a presiones selectivas especificas, como interacciones con
polinizadores (Fenster et al., 2004; Waser & Campbell, 2004), el cual puede a
mediar de flujos de visita y polinizacién de forma desorganizada si es que las
especies no presentan recompensas diferenciadas que alteren el flujo génico
(Endler, 1992). En este sentido, es posible que distintos componentes del
fenotipo floral respondan a presiones evolutivas parcial o totalmente
independientes, dependiendo del caracter, dificultando su uso como caracteres

diagnoésticos.

Otro elemento relevante de los analisis fenotipicos es que sélo con la integracion
de la identidad taxondmica de los individuos y el uso del fenotipo floral total (i.e.,
combinacion de morfometria y colorimetria) se consiguidé un exitoso nivel de
discriminacion y prediccion entre los taxones estudiados. En este sentido, a pesar
del comportamiento desorganizado de variacion entre caracteres, los resultados
respaldan el uso de una aproximacion integrativa del fenotipo floral al momento
de delimitar entidades taxondémicas, de forma de poder capturar e integrar los
diferentes ejes de variacion. Sin embargo, esto también revelaria que la identidad
taxondmica es un requisito esencial para obtener altos niveles de discriminacion,
por lo que se requeriria la incorporacion de otras fuentes de informacion, como la

geografia o el ambiente, para obtener mejores resultados de predictibilidad.

En este contexto, la flor constituye un caracter particularmente complejo, con

multiples dimensiones de variacidn colorimétrica y morfométrica, cuya
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discriminacion taxonomica depende del uso de caracteres combinados. Este
patrén no es desconocido en Alstroemeria, donde la herencia de atributos florales
puede ser compleja y no siempre resulta en variacién intermedia, como ha sido
documentado para caracteres como el aroma floral bajo escenarios de
hibridacién dirigida (Aros et al., 2019). Esto ofrece un desafio puntual en el uso
de la morfologia floral como caracter diagnéstico, dado que sus patrones de
variacion no logran ser completamente predictivos en este sistema,
especialmente bajo un esquema de hibridacion e introgresion natural. Al mismo
tiempo, esto reflejaria la presencia de configuraciones de variacion
independientes en los caracteres fenotipicos, atentando contra la presencia de
entidades discretas, lo que podria ir en concordancia con los patrones de tipo

mosaico.

En conjunto, estos resultados permiten cumplir el primer objetivo especifico,
correspondiente a la caracterizacion de la variabilidad fenotipica floral entre las
entidades analizadas. La evidencia obtenida indica que la diferenciacion
fenotipica es variable entre taxones y depende del tipo de caracter evaluado,
siendo los rasgos colorimétricos y fenotipo total los que proporcionan la mayor
capacidad discriminante. La ausencia de discontinuidades fenotipicas
consistentes entre todas las entidades sugiere que la variacion floral, por si sola,
no resulta suficiente para explicar los limites actualmente reconocidos entre los
taxones estudiados. No obstante, la existencia de limites taxonédmicos también

depende de la presencia de discontinuidades genéticas concordantes.
Diversidad y variacién genética

En sistemas tipo singameon, la variacion genética se caracteriza por una alta
diversidad interna y una baja diferenciaciéon entre linajes, producto de la
hibridacién recurrente y el flujo génico entre taxones estrechamente relacionados

(Cannon & Petit, 2020; Mallet et al., 2016). Estos sistemas pueden representar
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tanto estados transitorios en procesos de especiacion como redes
evolutivamente estables que mantienen la cohesion genética entre entidades
(Touchette et al., 2024). En este contexto, se esperaria que las entidades
estudiadas presenten patrones de variacion genética poco estructurados y con
escasa correspondencia con la clasificacién taxonémica, tal como fue observado

en este estudio.

Las estimaciones de diversidad y diferenciaciéon genética revelan un escenario
de estructuracién baja a moderada entre los taxones analizados. Mientras es
dificil establecer una referencia de aislamiento usando valores de Fst (Holsinger

& Weir, 2009; Meirmans & Hedrick, 2011), los obtenidos en la presente tesis

sugieren niveles de aislamiento bajos a moderados (Fst = 0.1), en funcién a lo

observado en ejemplos de Iridaceae y Amaryllidaceae (e.g., (Schwedersky et al.,

2020; Stiehl-Alves et al., 2017). Asimismo, la similitud entre los valores de
heterocigosidad observada (Ho) y esperada subpoblacional (Hs) indicarian una
relativa homogeneidad genética entre individuos y poblaciones. En este contexto,
los valores negativos de Fis evidencian un exceso de heterocigotos, lo que puede
interpretarse como resultado de mezcla genética reciente, hibridacion o
estructura poblacional compleja (Allendorf et al., 2012). Tal escenario podria
presentarse bajo la accion combinada de multiples procesos en plantas, sujetas
a altos niveles de autocompatibilidad reproductiva, reproduccion clonal, e
interaccién con genotipos altamente divergentes (Hernandez-Velasco et al.,
2025; Stoeckel et al., 2006), los cuales también han sido sugeridos para taxones
de Alstroemeria (Finot et al., 2018b).

La variacion genética del sistema se organiza principalmente a nivel
intraindividual y presenta una amplia ancestria compartida entre taxones, lo que
indicaria la ausencia de limites genéticos discretos entre las entidades. Este

patron es consistente con una dinamica de flujo génico persistente y barreras
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reproductivas incompletas, donde la diferenciacion entre linajes es limitada a
pesar de la presencia de cierta estructuracion genética (Mallet et al., 2016). En
este contexto, la presencia de individuos con composicion genética mixta sugiere
que la hibridacion y la introgresion no constituyen eventos aislados, sino procesos
recurrentes que contribuyen activamente a la cohesion del sistema. Este patron
seria coherente con un escenario tipo singameon, en el cual multiples linajes
mantienen conectividad genética a través del tiempo, generando redes de
variacion continua mas que unidades evolutivas discretas (Cannon & Petit, 2020).
Dinamicas similares han sido documentadas en otros complejos de especies con
limites difusos, tales como en Dactylorhiza y Epidendrum, donde el intercambio
genético y el solapamiento geografico dificultan la delimitacién taxondmica
(Hedrén et al., 2001; Pinheiro et al., 2010; Tremetsberger et al., 2016).

Las relaciones evolutivas dentro del grupo estudiado se caracterizaron por
presentar un patrén general de relaciones pobremente soportadas y evidentes
faltas de moncofilia, donde la sefal filogenética varia segun el taxén y el nivel de
organizacion de los datos. Por una parte, la recuperacion de A. angustifolia con
una monofilia con altos indices de soporte implicaria un nivel de bajo flujo génico
de este taxon, la cual se distribuye en zonas climaticamente diferenciadas al resto
del grupo de estudio, tanto en zonas del interior y precordillerana del rango de
estudio (Fig. N° 16). Por otra parte, las relaciones de los taxones costeros
tuvieron menores niveles de resolucion topoldgica, llegando a revelar una falta
total de moncdfilia en el caso de A. marticorenae (Fig. N° 14), lo que apoyaria la
idea de una alta similitud genética entre este grupo. Interesantemente, las
relaciones no determinaron un origen comun costero para las especies del litoral,
indicado por la monofilia bien soportada entre A. angustifolia y A. cummingiana
pero incierta en A. hookeri subsp. recumbens y A. marticorenae, sugiriendo que
el proceso de especiacion siguid un proceso diferenciado de divergencia entre

los taxones analizados.
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Los analisis filogenéticos también revelaron mejoras en el soporte y resolucion al
momento de utilizar poblaciones en vez de individuos como OTUs, en contraste
del analisis concatenado, sugiriendo que la sefal filogenética estaria siendo
afectada fuertemente por procesos de coalescencia e introgresion. La inferencia
de relaciones a escala de poblaciones, en este sentido, podria estar simplificando
la variacion genética al integrar en unidades mas discretas, sin resolver la
discordancia subyacente a nivel individual. Esta interpretacion es consistente con
los analisis de estructura genética, donde los patrones de asignacion observados
sugieren la coexistencia de multiples sefales genéticas, lo que podria ser el
resultado combinado de flujo génico reciente (intra-taxén) e introgresion (inter-
taxon). Esto es esperable al momento de realizar estudios de divergencia en
linajes de divergencia compleja y reciente (e.g., Chang et al., 2023; Pang &
Zhang, 2025). En este sentido, la distincion entre introgresion y ancestria
compartida representa un desafio interpretativo clave, ya que ambos procesos
pueden producir patrones genéticos comparables, dificultando la atribucion

inequivoca del origen de la sefal observada.

En resumen, la falta de congruencia entre genotipos individuales y la baja
resolucién en las divergencias profundas indican que la diferenciacion entre
linajes es reciente o se ve difuminada por el intercambio genético, y que la historia
evolutiva del sistema esta fuertemente influenciada por flujo génico, introgresion
y sorting incompleto de linajes (Degnan & Rosenberg, 2009; Mallet et al., 2016;
Payseur & Rieseberg, 2016). Mas que reflejar limitaciones metodoldgicas, esta
discordancia evidencia la coexistencia de sefiales evolutivas contrastantes, lo
que es esperable en sistemas dindmicos con conectividad genética persistente.
En conjunto, este patrén es consistente con la dinamica de un singameon, donde
las relaciones entre entidades no se organizan dicotdmicamente, sino como una
red de conexiones genéticas en la que la variacion se distribuye indistintamente

entre linajes.
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Estos resultados responden al segundo objetivo especifico, permitiendo
caracterizar la variacion genética y su distribucion entre los taxones estudiados.
La evidencia obtenida revela una baja estructuracion genética entre las entidades
analizadas, acompafada de sefiales de ancestria compartida, introgresion y flujo
geénico, lo que sugiere que los limites genéticos entre taxones no se encuentran
completamente definidos. Este patrén contrasta con la diferenciacién observada
en algunos componentes del fenotipo floral, planteando la necesidad de evaluar

el grado de correspondencia entre ambas dimensiones de variacion.
Fenotipo v/s Genética

Existen pocos estudios que evaluen explicitamente la correspondencia entre
patrones fenotipicos y genéticos en sistemas tipo singameon (Buck et al., 2023;
Cannon & Petit, 2020; Grant, 1981). En complejos de especies, la literatura ha
enfatizado la presencia de morfotipos intermedios, los cuales suelen interpretarse
como resultado de estados hibridos con herencia intermedia (Arnold, 1997; Mallet
et al.,, 2016). Sin embargo, la evidencia empirica obtenida en este estudio
demuestra un predominio claro de una organizacién fenotipica caracterizada por
combinaciones variables de rasgos, lo que es mas propio en sistemas con
introgresion transgresional (Rieseberg et al., 1999; Seehausen et al., 2014). Este
patrén de organizacion desagregada, tipo mosaico, es comun observar como
distintos caracteres pueden responder de manera parcialmente independiente, lo
que limita la correspondencia directa entre fenotipo y genotipo (Folk et al., 2018;
Taylor & Larson, 2019). En este contexto, la falta de congruencia entre ambos
ejes sugiere que multiples procesos de interaccién interespecifica y otros factores
ecolégicos o gendmicos podrian estar influyendo de manera diferencial en los
patrones de variacion observados (Harrison & Larson, 2014; Payseur &
Rieseberg, 2016). Por lo tanto, evaluar el efecto de variables adicionales se

vuelve clave para comprender la estructura de la variacién en este sistema.
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Los analisis realizados para determinar la conexion entre las tendencias de
variacion fenotipica y genotipica, con otras variables comunmente asociadas,
tales como la distancia geografica y distancia ambiental, reflejaron un bajo poder
explicativo general. En el caso del fenotipo, solo la la hipotesis taxondmica y el
ambiente mostraron una contribucién relevante (Tabla N°12), sugiriendo que la
variacion fenotipica floral podria estar guiada mayormente por lineamientos
adaptativos por sobre los de aislamiento geografico; un patrén descrito cuando la
seleccidon ambiental afecta significativamente la estructura genética neutral
(Endler, 1977; Sork, 2018; VanWallendael et al., 2019). Esto sugiere que
procesos como plasticidad fenotipica o adaptacion local podrian estar modulando
la variacion floral a escalas espaciales finas (Nicotra et al., 2010; Sultan, 2000).
Sin embargo, la disminucién de la varianza explicada al considerar fracciones
independientes y al condicionar por la taxonomia indica que estos efectos no son
completamente robustos, lo que sugiere una estructura fenotipica débil o

parcialmente dependiente de los factores evaluados.

En contraste, la distancia genética presenté una menor proporcion de varianza
explicada y una estructura mas difusa, donde los predictores evaluados
mostraron efectos limitados o inconsistentes (Tabla N°13). Si bien la geografia
mostro cierta contribucion independiente, su efecto fue reducido y no consistente
con patrones esperados bajo modelos clasicos como el aislamiento por distancia
(Twyford et al., 2020; Wright, 1943). Asimismo, la falta de una mejora sustancial
al condicionar por la taxonomia sugiere una débil correspondencia entre la
estructura genética y la clasificacion actual. Este patron sugiere que las distancias
genéticas no responden a un modelo de aislamiento por distancia. Esto puede
ocurrir cuando procesos como la hibridacién o el intercambio genético entre
linajes generan patrones de variacion genética complejos, derivados de la mezcla
de linajes previamente diferenciados (Abbott et al., 2013; Suarez-Gonzalez et al.,
2018), lo que dificulta la recuperacién de asociaciones claras con variables

geograficas, ambientales o taxonémicas.
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Ademas de la falta de asociacion entre factores, la correlacion entre distancias
fenotipicas y genéticas fue marginal, evidenciando un desacople entre ambas
dimensiones de variacion. Este patron sugiere que los rasgos fenotipicos podrian
estar respondiendo a presiones selectivas locales o a plasticidad ambiental,
mientras que la variacién genética neutral reflejaria principalmente procesos
demograficos y de conectividad entre poblaciones (Hereford, 2009; Nicotra et al.,
2010; Sultan, 2000). Considerando la variacion observada en Alstroemeria, este
desacople es consistente con sistemas que se ubican a lo largo de un continuo
de especiacion, en los cuales la divergencia ocurre en presencia de flujo génico
y el aislamiento reproductivo es incompleto, permitiendo la coexistencia de
diferenciacién fenotipica y conectividad genética entre poblaciones (Stankowski
& Ravinet, 2021).

En este contexto, la combinacién de bajo poder explicativo, ausencia de
estructuracion espacial clara, mezcla entre agrupamientos y desacople fenotipo-
genotipo es consistente con un escenario de flujo génico persistente y
divergencia incompleta, donde la diferenciacion entre linajes es limitada (Cannon
& Petit, 2020; Folk et al., 2018; Harrison & Larson, 2014; Ravinet et al., 2017).
Este conjunto de evidencias refuerza la interpretacion de que el sistema
estudiado corresponde a una red evolutivamente interconectada, con limites
taxonodmicos difusos y sin discontinuidades claras entre entidades, un patron

caracteristico de sistemas tipo singameon.

En consecuencia, los resultados permiten abordar el tercer objetivo especifico,
evidenciando una correspondencia parcial entre los patrones de variacion
fenotipica y genotipica. Mientras los analisis colorimétricos sugieren una mayor
afinidad entre A. hookeri subsp. recumbens y A. angustifolia, y entre A.
marticorenae y A. cummingiana, los analisis genéticos recuperan un patron
diferente, asociando principalmente a A. marticorenae con A. hookeri subsp.

recumbensy a A. angustifolia con A. cummingiana. Estas diferencias indican que
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los patrones de similitud fenotipica no reflejan necesariamente las relaciones
genéticas entre los taxones estudiados, sugiriendo que la divergencia fenotipica
y genotipica no ha ocurrido de manera completamente concordante dentro del
sistema. Esta falta de concordancia plantea interrogantes respecto de la
capacidad de las discontinuidades actualmente reconocidas para representar
unidades evolutivamente independientes, haciendo necesario reevaluar su

correspondencia con la clasificacién taxonémica vigente.

¢ Existe en Alstroemeria el modelo Singameon y cuales son sus

consecuencias en un contexto taxondmico?

La evidencia obtenida sugiere que los taxones analizados conforman un sistema
evolutivo altamente reticulado, caracterizado por una baja diferenciacion
genética, una transicion fenotipica floral difusa y una marcada incongruencia
entre ambas fuentes de variacion (fenotipica y genética). Este patrén es
consistente con el modelo de singdmeon, donde multiples linajes mantienen
conectividad a través de flujo génico e introgresion, funcionando mas como una
red interconectada que como unidades evolutivas discretas (Cannon & Petit,
2020; Grant, 1981) . Bajo este escenario, las entidades dentro del grupo de
estudio no representarian categorias equivalentes, sino distintos puntos en un
continuo de divergencia. Esto explicaria la dificultad de establecer limites
taxondmicos cuando se analizan de manera independiente las distintas fuentes

de evidencia.

Dentro de este sistema, los resultados de estructura genética y filogenética
posicionan a A. cummingiana como una especie con un rol central o "hub" (Fig.
N° 16), la cual se define como una entidad que hibridiza con otras especies,
conectandolas a través de flujo génico (Buck & Flores-Renteria, 2022). Esto se
desprende a partir de la presencia de niveles de ancestria o membrecia

significativos (> 50%) de esta especie dentro de individuos de los otros taxones
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analizados (Fig. N° 09 y N° 14). A partir de los analisis fenotipicos, A.
cummingiana presenta difusos rasgos florales, de los cuales sélo fue posible
discriminar mediante el color y bajo un contexto de clasificacion supervisada (Fig.
N° 06). Interesantemente, este taxon posee una distribucion geografica que
converge con los rangos de las otras especies, lo que podria promover su rol de

conector (Fig. N° 17).
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Figura N° 16. Esquema representativo hipotético del singameon de A. hookeri subsp.

recumbens y especies afines.
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Figura N° 17. Mapa geografico de A. hookeri subsp. recumbens y especies afines basado
en ejemplares del herbario CONC.

69



Adicionalmente, se pueden desprender interacciones genéticas particularmente
notorias entre A. cummingiana y A. angustifolia, asi como entre A. marticorenae
y A. hookeri subsp. recumbens (Fig. N° 10 y N° 11). Esta ultima destaca como el
linaje con mayor grado de interaccion interespecifica, o que se refleja en su débil
estructura poblacional y falta de monofilia, sugiriendo una necesidad critica de
reevaluar su estatus taxonémico, dado que su identidad parece diluirse en la red
de hibridacién activa con A. marticorenae. Desde un punto de vista fenotipico
estos pares de especies no aparecen relacionados en términos de similitud, lo

que refuerza la idea de limites morfotipicos florales difusos entre especies.

En conjunto, estos resultados respaldan los criterios planteados para reconocer
una estructura compatible con un singameon. En primer lugar, los analisis
genéticos revelan ancestria compartida entre taxones y evidencian procesos de
hibridacién e introgresion. En segundo lugar, dichas interacciones involucran al
menos 3 entidades taxondmicas, incluyendo a A. cummingiana, A. angustifolia,
A. marticorenae y A. hookeri subsp. recumbens, configurando una red de
intercambio génico que excede interacciones aisladas entre pares de especies.
Finalmente, los analisis filogenéticos recuperan a los taxones estudiados como
linajes estrechamente relacionados y compatibles con un origen comun, algunas
relaciones internas muestran soportes moderados y ciertos individuos presentan
posiciones discordantes respecto de su asignacion taxondmica (A. marticorenae
poblacién OTN 244). Por lo tanto, este criterio puede considerarse parcialmente
sustentado, ya que la cercania evolutiva entre los taxones es evidente, aunque

la delimitacion de algunos linajes permanece incierta.

En consecuencia, la combinacién de evidencia genética, filogenética y fenotipica
sugiere la existencia de una estructura reticulada consistente con la hipotesis de

un singameon en el sistema estudiado, aunque futuras evaluaciones con mayor
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resolucidon filogendmica seran necesarias para clarificar completamente las

relaciones evolutivas entre sus integrantes.

La coexistencia de una alta variabilidad fenotipica floral con una estructura
genética deébil sugiere un proceso de especiacion asincrénica, en el cual distintos
ejes de variacion evolucionan a ritmos diferentes y bajo presiones selectivas no
coincidentes (De Queiroz, 2007; Nosil, 2012; Seehausen, 2004). En funcién de
este comportamiento de variacion, tipo mosaico, se explicaria la presencia de
morfotipos atipicos en terreno, donde la recombinacién y el retrocruzamiento
amplian el rango fenotipico mas alld de las descripciones taxonomicas
conocidas. Esto fue particularmente evidente en poblaciones como la de
Algarrobo (OTN 253), donde individuos atribuidos a A. hookeri subsp. recumbens
mostraron una asignacion de ancestria genética a A. marticorenae.
Interesantemente, dentro de esta poblacion fue posible evidenciar una alta
frecuencia de morfotipos florales alternativos, sino aberrantes (Fig. N° 18), los
que indicarian un fuerte proceso de recombinacion genética con impacto en el
fenotipo, tal cual se esperaria en un escenario de introgresion transgresiva
(Rieseberg et al., 1999). Este fendmeno también se encontr6 en otras
poblaciones muestreadas, pero con una menor frecuencia e inestabilidad (Fig. N°
18).
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Figura N° 18. Resumen de morfos atipicos encontrados en terreno y en los analisis
fenotipicos. Los cambios observados de menor a mayor segun el morfotipo encontrado
en guias taxonomicas (Finot et al., 2018a). J: Diseno jaspeado en los tépalos. T.L.I:
Disefio del tépalo inferior interno. Tam. T.: Tamafio de los tépalos. Flecha en A. hookeri

subsp. recumbens indica el tépalo extra.

Estos hallazgos cuestionan el rol de la morfologia floral como criterio diagnéstico
primario en Alstroemeria. Si bien el fenotipo floral es informativo, su alta labilidad
y el flujo génico persistente exigen un enfoque integrativo. En la practica, la
delimitacién de especies en este grupo ha estado histéricamente apoyada en
criterios adicionales, como la especificidad de habitat (ej. suelos arenosos en A.

hookeriy la estabilidad de los cariotipos (Baeza et al., 2010; Negritto et al., 2015),
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emergen como herramientas necesarias para distinguir linajes donde la
morfologia resulta insuficiente. Por lo tanto, las futuras revisiones taxonémicas
deben abandonar la dependencia exclusiva de caracteres discretos y reconocer

explicitamente la naturaleza dinamica y los limites difusos de este sistema.

Si bien la evidencia obtenida respalda esta interpretacion, existen algunas
consideraciones que deben ser tenidas en cuenta al evaluar el alcance de los
resultados. Es necesario reconocer que, si bien este estudio captura multiples
dimensiones de variacion, la cobertura de muestreo podria no representar la
totalidad de la diversidad existente. Esta limitacion es particularmente relevante
en el contexto del complejo A. hookeri, ya que no fue posible incluir A. hookeri
subsp. maculata, uno de los taxones con distribucion norte reconocidos dentro
del complejo. En consecuencia, las inferencias realizadas deben interpretarse en
funcién de las entidades efectivamente analizadas y no necesariamente como
una representacion completa de todo el complejo. Para consolidar la hipotesis
del singameon, es fundamental que futuros trabajos incluyan taxones y
subespecies no considerados aqui (e.g., A. hookeri subsp. hookeri, A. hookeri
subsp. sansebastiana, A. hookeri subsp. maculata, etc.). Solo un muestreo
geografico y gendmico exhaustivo permitira determinar si la conectividad

observada es un rasgo generalizado en el grupo de especies de Chile central.

A su vez, los patrones observados son consistentes con escenarios de
hibridacion, introgresion y flujo génico persistente, la evidencia presentada es
principalmente indirecta y se basa en inferencias derivadas de la estructura
genética, las relaciones filogenéticas y la distribucion de la variacion fenotipica.
Por esto, los resultados deben interpretarse como compatibles con la hipdtesis
de un singameon mas que como una demostracion directa de los procesos
reproductivos. Estudios futuros que incorporen analisis explicitos de

hibridacion/introgresiéon o esquemas experimentales de cruzamientos dirigidos
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permitiran evaluar de manera mas robusta la naturaleza y magnitud de estas

interacciones evolutivas.

Otra consideracion a tener en cuenta es que parte de la variacion fenotipica
podria estar afectada por los patrones temporales de la fenologia floral en
Alstroemeria. Si bien las especies estudiadas florecen durante primavera-verano
(Finot et al., 2018a; Mufioz-Schick & Moreira-Muinoz, 2003), se ha documentado
que la morfologia floral puede variar a lo largo del periodo de antesis y
senescencia. Observaciones en invernadero con A. ligtu y A. hookeri han
evidenciado cambios en la disposicion de los tépalos durante la maduracion floral
(Toro-Nufez, pers. comm.), lo que podria influir en la caracterizacién morfolégica
de los individuos. Esto se relaciona con el corto periodo de maduracién floral
protandrica (8—10 dias), que limita la ventana de polinizacion y puede afectar la
expresion fenotipica observada (Aizen & Basilio, 1995; Souto et al., 2002). Estas
observaciones podrian realizarse bajo un esquema de cruzamientos dirigidos,
con la finalidad de determinar la viabilidad de sus hibridos y evaluar la estabilidad

de sus caracteres fenotipicos florales.

Estos resultados permiten responder al cuarto objetivo especifico, indicando que
las discontinuidades observadas no corresponden completamente con la
propuesta taxondmica actual. La presencia de ancestria compartida, limites
genéticos difusos y sefiales de intercambio génico entre taxones sugiere que
algunas entidades podrian no representar linajes evolutivamente independientes.
En consecuencia, la clasificacién actualmente reconocida parece describir de
manera incompleta la diversidad bioldgica presente en el sistema, la cual es mas

consistente con una estructura reticulada compatible con un singameon.
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CONCLUSION

Este estudio evaluo si los taxones de Alstroemeria analizados (A. hookeri subsp
recumbens, A. angustifolia, A. marticorenae y A. cummingiana) pueden ser
interpretados como parte de un singameon, bajo la hipétesis de ausencia de
discontinuidades fenotipicas y genotipicas congruentes con la clasificacién
taxondmica actualmente propuesta. Para ello, se caracterizd la variacion
fenotipica mediante rasgos morfométricos y colorimetria floral, se analiz6 la
estructura de la variacidn genética y se evaluo la correspondencia entre ambos
niveles de evidencia, ademas de contrastar estos patrones con la delimitacion

taxondémica vigente.

Los resultados no respaldan la existencia de unidades discretas claramente
separadas, ya que tanto la evidencia fenotipica como la genética muestran un
patrén altamente heterogéneo, caracterizado por combinaciones no congruentes
de rasgos, variacidon intraespecifica elevada y ausencia de agrupamientos
consistentes entre los distintos niveles de analisis. En conjunto, se observa una
estructura fenotipica de tipo mosaico, donde los caracteres no se expresan de
manera uniforme entre individuos, y una sefial genética que no se ajusta
completamente a la particién taxondmica tradicional. Esta incongruencia entre
ejes de evidencia sugiere que las entidades estudiadas podrian no corresponder
a unidades evolutivas completamente discretas, sino a formar parte de un
sistema con conectividad persistente y limites difusos, consistente con la

hipbtesis de un singameon.

Desde una perspectiva evolutiva, estos patrones son compatibles con la
existencia de un sistema reticulado en el cual el flujo génico y la introgresion
contribuyen a la reorganizacién de combinaciones fenotipicas y a la falta de
correspondencia entre caracteres, dificultando la identificacion de limites

interespecificos claros. En este contexto, la taxonomia tradicional podria no
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capturar completamente la estructura real del sistema, lo que refuerza la
necesidad de enfoques integrativos que consideren explicitamente Ia

complejidad y el desacople entre fenotipo y genotipo.

Finalmente, los resultados plantean nuevas preguntas sobre los procesos que
generan y mantienen el patron fenotipico de tipo mosaico, particularmente en
relacion con la naturaleza de los eventos de hibridacion e introgresion
involucrados. En este sentido, la variacion detectada sugiere que los fenotipos no
corresponden unicamente a productos hibridos simples de primera generacion,
sino a combinaciones mas complejas derivadas de multiples eventos de
recombinacion y retrocruzamiento dentro de un sistema reticulado. Esto abre la
posibilidad de que la expresién fenotipica esté modulada no solo por la estructura
genética subyacente, sino también por interacciones ecologicas aun no
caracterizadas, como las relaciones con polinizadores y la potencial participacion
de multiples entidades no consideradas en la dinamica de las especies
estudiadas. Por lo tanto, seria deseable abordar en futuros estudios con enfoques
integrativos de mayor resolucién, con la finalidad de comprender la dinamica
evolutiva y evaluar con mayor precision la hipotesis de singameon, junto a la
mencion de la presencia de estos fenotipos no tradicionales en futuras guias

taxondmicas.
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Figura A1. Resumen de la proporcion de los componentes principales.
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Figura A2. Andlisis de componentes principales de la forma de la flor por especie en el

morfoespacio, basado en el ordenamiento de los dos primeros componentes con

remocion de asimetria.

100



[ A. hookeri
B A. marticorenae

A. cummingiana
A. angustifolia

0.5

0.25

Figura A3. Analisis de componentes principales de la forma de la flor por especie en el
morfoespacio, basado en el ordenamiento de los dos primeros componentes con

remocion de simetria.
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Tabla A1. Resumen de los valores K de ambos métodos. En el método SNMF los valores K varian al momento del analisis
por lo que se considerd un valor promedio de los K en 10 intentos consecutivos. En el caso de DAPC el valor del K 6ptimo

fue constante.

K=1 K=2 K=3 K=4 K=5 K=6 K=7 K=8 K=9 K=10
SNMF 0.1614818 0.1573117 0.1576599 0.1571463 0.1599795 0.1637447 0.1663124 0.1680018 0.1709408 0.1747436
DAPC 110.2212 106.4928 104.0594 102.1155 103.3215 105.1698 107.0721 109.3491 - -
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