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Resumen

Las oscilaciones climaticas, mediado por el cambio en la distribucion de las especies,
son consideradas como uno de los principales mecanismos de especiacion en
plantas. Los ciclos de aridez-humedad en el centro y norte de Chile durante el
cuaternario han inducido cambios en los cinturones vegetacionales. Ademas, debido
al conservatismo del nicho climatico las oscilaciones climaticas pueden inducir
expansion y contraccion en los rangos de distribucion promoviendo asi la especiacion
por aislamiento geografico. El clado de cactaceas Eriosyce seccion Neoporteria (en
adelante, Neoporteria), es endémico del centro y norte de Chile, y la mayoria de las
especies poseen distribucion alopétrica entre si. En esta tesis se evaluaron las
relaciones genéticas y ecologicas entre grupos de especies cercanamente
relacionadas, y testeamos su asociacion con cambios climéticos historicos
comparando la similitud de sus nichos climéaticos y la dinamica temporal de
distribucién potencial en los dltimos 120.000 afios. Se espera que grupos de especies
cercanamente relacionadas de Neoporteria posean alta estructuracion genética y alto
conservatismo de nicho climatico entre si, esto en coherencia con una historia
cuaternaria de aislamiento geogréafico generado por la dinAmica de expansion y

contraccion en las distribuciones potenciales de especies hermanas.

Se disefiaron y amplificaron 12 pares de marcadores de microsatélites nucleares
para evaluar patrones de estructuracion y flujo genético 18 poblaciones
correspondientes a 14 especies. Para comprender la influencia los ciclos de
humedad-sequia se construyeron modelos de distribucion potencial (SDM) para todas
las especies, y se proyectaron al ultimo interglacial (120k afios), ultima maximo glaciar

(21k afios) y Holoceno Medio (6k afios). Ademas, se realizo la prueba de identidad de



nicho climatico que estima la similitud de los nichos climaticos entre dos especies para

evaluar si sus nichos climaticos son conservados.

Las especies de Neoporteria se agruparon en tres clisteres genéticos que estan
separados latitudinalmente (“norte”, “centro” y “sur”). Los pares de especies de cada
cluster poseen bajos y no significativos niveles de diferenciacion genética (Fst: 0.20
P: 0.320). Los SDMs evidenciaron distribuciones actuales estrechas, mientras que las
proyecciones hacia el pasado estuvieron marcadas por movimientos de contraccion
en el ultimo maximo glacial y expansion en ultimo interglacial y Holoceno Medio. Las
pruebas de identidad de nicho climatico para las especies de los tres cllsteres
genéticos evidencian un conservatismo de nicho moderado en los clusters del norte
y centro, y cambio de nicho climatico entre las especies del clluster sur. Los
movimientos de contraccion y expansion en la distribucion de las especies hermanas,
mediado por el conservatismo de nicho climatico habrian favorecido el aislamiento
geografico y especiacion en Neoporteria, sin embargo, procesos evolutivos como la

clasificacion incompleta del linaje o eventos persistentes de flujo genético podrian

disminuir la divergencia genética entre especies hermanas.

Palabras claves: Neoporteria, Eriosyce, Cactaceae, endemismo, SSR, Chile central.



INTRODUCCION

La influencia de la dinamica climatica en la distribucion de las especies puede ser
estudiado en base a la dualidad del nicho — biotopo (Colwell et al., 2009), puesto que
permite analizar las distribuciones potenciales para una especie en relacion a
gradientes ambientales (o variables abioticas) segun su nicho climatico (Soberén,
2007; Colwell et al., 2009). Ademas, permite investigar especiacion criptica, reciente
y clasificacion incompleta de linajes (Wiens, 2006; Raxworthy et al., 2007; Donoghue

and Edwards, 2014a).

En la trayectoria evolutiva del nicho de un linaje, las adaptaciones de un ancestro
comun a un conjunto particular de condiciones climéticas pueden conservarse en las
especies descendientes (Wiens and Donoghue, 2004). Bajo esta hipoétesis de
conservatismo filogenético de nicho climatico (Wiens and Donoghue, 2004; Wiens and
Graham, 2005), especies filogenéticamente cercanas tienden a ser ecolégicamente
similares ocupando habitats similares, por lo que variacion en la distribucién de las
especies en el tiempo acoplado a oscilaciones climaticas podran aislar a poblaciones
e inducir la formacion de nuevas especies por aislamiento geogréafico (Wiens, 2004;
Evans et al., 2014; Kerkhoff et al., 2014). Alternativamente, especies cercanamente
relacionadas pueden cambiar sus nichos climaticos mediado por oscilaciones y
gradientes climaticos (Wiens and Donoghue, 2004; Soberén, 2007; Losos, 2008; Hua
and Wiens, 2010; Wiens et al., 2010), y en donde la evolucion de nicho diferencia
adaptativamente los nichos climéticos del estado ancestral (Evans et al., 2009;
Donoghue and Edwards, 2014b). De esta forma, la existencia de patrones asociados

al conservatismo y evolucién de nicho climatico emerge para explicar fenémenos de



diferenciacion genética y geografica bajo distintas escalas espacio-temporales (Wiens

and Graham, 2005).

Las oscilaciones climaticas en el Cuaternario han desempefiado un papel importante
en la historia biogeografica de muchos linajes (Ribas et al., 2018; Birks, 2019).
Temperaturas globales mas frias durante los fases glaciales (21k afios), seguidos de
aumentos en las temperaturas en fases interglaciales (120k afios) y el holoceno medio
(6k afios) han inducido expansiones y contracciones de la vegetacion en ambientes
aridos y semiaridos (Jackson et al., 2011). Por ejemplo, la influencia de cambios
climaticos pasados y geologicos tuvieron un papel importante en la historia
flogeogréfica del muérdago del desierto Phoradendron californicum Nutt.
(Santalaceae) (Lira-Noriega et al., 2015), y eventos de contraccién y expansion
producto del cambio climatico reciente desencadenaron la divergencia de las
especies del género Fouquieria Kellogg ex Curran (Fouquieriaceae) (Martinez-

Noguez et al., 2020).

Dentro de las angiospermas, la familia Cactaceae es una familia de plantas
suculentas de origen Neotropical, y es bastante conocida por jugar un rol ecoldgico
dominante en ambientes aridos y semiaridos (Hershkovitz and Zimmer, 1997). Las
estimaciones mas recientes plantean que el origen de esta familia fue hace alrededor
de 35-30 Ma, en el Eoceno tardio — Oligoceno. Sin embargo, el estallido en la
diversificacién se produjo a partir del Mioceno tardio — Pleistoceno temprano, en un
periodo de cambio climéatico que desencadend en una ampliacion de zonas aridas

(Arakaki et al., 2011; Franco et al., 2017a; Guerrero et al., 2019c).

En Chile, Cactaceae es una familia diversa con cerca de 120 taxa (Rodriguez et al.,

2018) y que presentan un alto nivel de endemismo producto de la historia evolutiva
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en comun (Guerrero et al., 2011a). Ademas, son un elemento floristico relevante en
el Desierto de Atacama y en la region mediterrdnea de Chile central, y muchas
especies poseen problemas de conservacion producto de actividades humanas
(Goettsch et al., 2015). Todas de las especies endémicas se distribuyen entre los 18°
y 36°S, y la mayor rigueza de especies se encuentra en elevaciones bajas (<1000
msnm) y latitudes medias (entre 25 y 30°S) (Guerrero et al., 2011b). El género
Eriosyce Phil. pertenece a la tribu Notocacteae (Cactoideae, Cactaceae), y
comprende unos 80 taxa los cuales se distribuyen en Argentina, Pera y Chile
(Kattermann et al., 1994; Guerrero et al 2019). Eriosyce sensu lato ha sido clasificado
en 7 secciones: Eriosyce sensu stricto, Campamulatae, Pyrrhocactus, Horridocactus,
Chileosyce, Neoporteria y Grupo VII, constituyendo el grupo mas diverso de
cactaceas en Chile. Eriosyce diverge de su ancestro comun mas reciente en el
Plioceno, pero gran parte de la diversidad actual surge recién a finales del Pleistoceno

(Hernandez-Hernandez et al., 2014).

La seccion Neoporteria es un grupo de 15 especies endémicas de las laderas
occidentales bajas de los Andes occidentales, y areas costeras entre las latitudes 27°
y 36°S. Neoporteria se distribuyen alopatricamente en el litoral y en los valles
transversales desde el norte de Huasco hasta Concepcién (Guerrero et al., 2011a),
ocupando areas con elevada influencia oceénica en el sur del desierto de Atacama 'y
las zonas mediterraneas de Chile (Pliscoff et al., 2014). Ademas, se distribuyen en la
zona de transicion hiper-aridas-semiaridas del norte-centro de Chile, una region
histéricamente inestable con continuos cambios climaticos durante el Holoceno y
Pleistoceno (Latorre et al., 2002, 2007). Todo esto hace suponer que Neoporteria es
un modelo adecuado para investigar la influencia de las oscilaciones climatica

cuaternarias en la especiacion alopatrica.
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Reconstrucciones paleoclimaticas de la parte sur del desierto costero de Atacama y
Chile central (Kaiser et al., 2008), sugieren varios movimientos de vegetacion en el
Pleistoceno como consecuencia del cambio latitudinal del cinturén de vientos del
oeste y el Anticiclon del Pacifico. Durante el Gltimo méximo glacial, el cinturén de los
vientos del oeste se desplaz6 hacia el norte, permitiendo la entrada de mas lluvias
invernales en el centro-norte de Chile que en la actualidad, lo que a su vez promovio
la expansion hacia el norte la distribucion de especies del bosque templado
(Maldonado and Villagran, 2002; Villagran and Hinojosa, 2005; Kaiser et al., 2008).
Por ejemplo, el origen de Nothofagus macrocarpa (A.DC.) F.M.Vazquez & R.A.Rodr
(Nothofagaceae) probablemente se deba a eventos de migracion hacia menores
latitudes producto del ultimo maximo glacial y las condiciones frias y secas del sur de
Chile (Mathiasen et al., 2021). De manera contraria, el clima humedo del ultimo
maximo glacial en el centro norte de Chile ocasionaron fragmentaciones en especies
de ecosistemas aridos, y que junto con las expansiones en periodos secos como el
ultimo interglacial desencadenaron en el origen de varias especies de plantas
xerofiticas (Ossa et al., 2013). Debido a este dinamico escenario climatico,
acompafiado de movimientos en la vegetacion que siguen el clima idéneo, es
esperable una alta estructuracién genética entre especies hermanas producto del
aislamiento geogréafico mediado por el conservatismo de nicho climatico y lo ciclos de

humedad-aridez del cuaternario.
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HIPOTESIS

Considerando que las fases de humedad (glacial) provocarian contraccién en la
distribucion y la sequia de las fases interglaciares del Cuaternario generarian
expansion en la vegetacion xerofitica del centro norte de Chile, es esperable que esta
dindmica ciclica opera como reforzamiento del aislamiento geografico, con altos
niveles de estructuracion genética entre especies cercanamente relacionadas.
Paralelamente, distribuciones potenciales proyectadas hacia el pasado debieran
reflejar que las especies se expanden en las fases secas y contraen en fases
hamedas, con altos niveles de conservatismo de nicho entre especies cercanamente

relacionadas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar un modelo de especiacion alopatrica por conservatismo de nicho en
Neoporteria basado en la influencia del clima del Cuaternario en la divergencia

genética y la relacidén nicho — biotopo de especies cercanamente relacionadas.

Objetivos Especificos

)] Caracterizar genéticamente poblaciones las especies de Neoporteria
utilizando marcadores SSR e inferir patrones de estructuracion y

diferenciacion genética entre especies hermanas.
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ii)

Modelar la relacion nicho climético — biotopo de las especies, y evaluar la
influencia de los ciclos de cambio climatico del Pleistoceno en la
contraccion y expansion de los taxa de Neoporteria.

Evaluar patrones de similitud y diferencia de los nichos climaticos de

especies cercanamente emparentadas.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTREO TAXONOMICO

El muestreo de Eriosyce seccion Neoporteria se basoé en la clasificacion propuesta
por Guerrero et al. (2019) y comprende a 14 unidades taxondémicas a nivel de especie
y 1 infra especifica. En general las especies de Neoporteria poseen rangos de
distribucién acotados a radios de menos de 100km a excepcion de E. litoralis y E.
subgibbosa que extienden sus distribuciones entre los 30 y 36° de latitud sur (Figura
S1). Por lo anterior, se incluyeron en el muestreo para microsatélites una poblacion
de cada especie y adicionalmente una y dos poblaciones de E. litoralis y E.
subgibbosa respectivamente. En total, se tomaron muestras de 283 individuos de
Neoporteria que pertenecen a 14 especies y 18 poblaciones. El detalle de las
poblaciones, nimero de muestras y localidades se detallan en la Tabla 1. La ubicacion
espacial de cada especie y sus poblaciones se detallan en Figura S 1. Para evitar la
incertidumbre proveniente de los analisis filogenéticos y la existencia de nodos con
bajo soporte, todas las comparaciones entre especies hermanas se realizaron en
base a la asignacion de grupos genéticos identificados por andlisis de estructuracion

bayesiana.

DISENO Y AMPLIFICACION DE MICROSATELITES

En cada poblacion se recolecto tejido vegetal que fue almacenando en buffer salino
(CTAB + NaCl) para posteriormente mantenerlos refrigerados a -20°C en laboratorio

hasta la extraccion de ADN. Una vez limpio el tejido, se procedio a extraer el material
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genético total utilizando el kit DNAeasy Plant Mini (Qiagen, Hilden, Alemania)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Doce loci de microsatélites (SSR) fueron disefiados seleccionando dinucleétidos
provenientes de la secuenciacion masiva de 4 especies de Eriosyce sensu lato.
Cada par de partidor fue amplificado por PCR asignandole un fluoroforo especifico
para reverse. Se diluyé el ADN total de cada muestra a 0.5 ng/mL y fueron
amplificados en las 283 muestras utilizando el master mix SapphireAmp fast PCR
(Takara Bio USA, Inc.). La amplificacion por PCR fue realizada siguiendo el protocolo
publicado para amplificacion de fragmentos de microsatélites de Guerrero (datos no

publicados)

Los productos PCR se procesaron en ABI PRISM 3500 XL (Applied Biosystems)
utilizando Genescan LIZ 500 como control de tamafio en pares de bases. El analisis
y lectura de fragmentos fue realizado en la Unidad Secuenciacion y Tecnologias
Omicas de la Pontificia Universidad Catolica

(https://sites.google.com/bio.puc.cl/omics/inicio). La codificacion de los fragmentos se

realizo utilizando GENEIOUS Microsatellite Plugin Version 1.4.6 (GENEIOUS PRIME
V. 2020.1.2). En el analisis de fragmentos, se consider6 un motivo de repeticion de

2pb y se descartaron todos aquellos peaks de tamafio inferior a 100pb.

ESTRUCTURACION Y DIVERGENCIA ENTRE TAXONES HERMANOS

En primera instancia se realizé una correccion por missing data eliminando individuos
con >2 loci faltantes, para esto utilizamos la libreria Poppr (Kamvar et al., 2014) y la
funciébn missingno. Para evaluar si las poblaciones presentan desequilibrio de

ligamiento (LD), se estimé el indice de asociacion (Index of association, |a) (Brown et
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al., 1980) y complementariamente un estimador de desequilibrio de ligamiento
multilocus estandarizada fa (Agapow and Burt, 2001). Se esperan valores cercanos a
cero si los loci estan fisicamente desvinculados bajo apareamiento aleatorio, mientras
gue si los valores son significativamente mayores a cero es probable que los loci no
estén segregando de forma independiente (hipétesis nula). Para estimar Ia y fd
utilizamos la funcion ia para la muestra total y pair.ia para parejas de loci, ambas
funciones disponibles en el paquete Poppr con 999 permutaciones disponible en R (R
Core Team, 2015). Para evaluar si las distintas poblaciones estaban bajo el equilibrio
de Hardy-Weinberg se utilizé la funcion hw.test del paquete Pegas con 100.000

permutaciones (Paradis, 2010).

Se realiz6 un andlisis de estructuracion bayesiana en STRUCTURE v2.3.3 (Pritchard
et al., 2000) para evaluar los patrones de diferenciacion genética. El andlisis se realizé
en un rango de K de 1 a 18 y ejecutando 20 réplicas. Después de la quema de
quinientas mil generaciones se realizaron un millon de generaciones MCMC. No se
incluy6 informacién a priori de las poblaciones y la configuracion de los parametros
de los modelos de ancestria fueron dejados por defecto. Para determinar el nimero
mas probable de clisteres genéticos se utilizé el método de Evanno (Evanno et al.,
2005). El andlisis de las salidas de Structure, la estimacion del K més probable, asi
como las graficas se realizaron utilizando con libreria Pophelper (Francis, 2017) en el

software R v3.6.5.

Se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA) para detectar si existe
diferenciacion genética utilizando la funcion poppr.amova de la libreria Poppr y se
comprobd la significancia con 9999 permutaciones. Para la estimacion de un
estadistico de diferenciacion genética Fst entre las poblaciones, se utiliz6 el software
FreeNa (Chapuis & Estoup, 2007; Chapuis et al.,, 2008). Ademas, se realizd un
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analisis DAPC para inferir si existen grupos genéticos distintos, por lo que se utilizaron

las funciones disponibles en la libreria adegenet (Jombart, 2008).

Se realizé un test de Mantel para evaluar si la divergencia genética esta relacionada
con la distancia geografica, utilizando la funcion mantel.randtest disponible en la
libreria ade4 (Chessel et al., 2004; Dray and Dufour, 2007; Dray et al., 2007). Para
este analisis se utilizaron 2 matrices de distancias distintas: una matriz de distancia
genética SSR y una matriz de distancia geografica estandarizada en Km.
Adicionalmente se incluyé una matriz de distancia climatica utilizando las capas
bioclimaticas disponibles en Worldclim V.2 (Fick and Hijmans, 2017), para evaluar si

la divergencia genética esta relacionada con patrones de climaticos.

MODELOS DE DISTRIBUCION DE ESPECIES

Se realizaron modelos de distribucion de especies (SDMs) para evaluar una dinamica
de contraccion y expansion de los rangos de distribucion producto del conservatismo
de nicho climético. Se infirié la distribucion potencial de los taxa de Neoporteria a lo
largo del dltimo ciclo completo glacial-interglacial, evaluando los MDE del presente
(1970-2000), Holoceno medio (HM: 6k afios), Ultimo Maximo Glacial (UMG: 21k afios)
y el Ultimo Interglaciar (UIG: 120k afios) (Otto-bliesner et al., 2009) en base a los
modelos climéaticos de WorldClim V.2 a una resolucion estandarizada de 30
arc/segundos (~1km). Se utilizaron los puntos de ocurrencia histérica en base a
literatura y colecciones de herbario y realizamos un analisis de correlacién a las 19
variables bioclimaticas para evitar la sobre parametrizacion. Para realizar los modelos
de distribucion de especies se utilizo la libreria de R biomod2 3.3-7 (Thuiller et al.,

2009), en donde se evaluaron los modelos GLM, GAM, RF, MAXENT.Phillips
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disponibles en el paquete utilizando las métricas de verificacion KAPPA, TSS y ROC

en busqueda del modelo con el mejor ajuste.

Para evaluar el conservatismo de nicho climéatico entre especies relacionados, se
realizaron pruebas de similitud de nicho basados en el indice D de Schoener,
estadistico obtenido mediante el test de identidad en la libreria ENMTools (Warren et
al., 2008, 2011) disponible en R. Valores D cercanos a 1 indican un nicho climatico
idéntico, mientras que valores cercanos a 0 indican disimilitud en los nichos climéaticos
entre el par de especies comparadas. Se realizaron 100 repeticiones aleatorias
utilizando las ocurrencias de un par de especies hermanas, las que fueron separadas

aleatoriamente para estimar la distribucion nula.
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RESULTADOS

DIVERSIDAD, ESTRUCTURA Y DIFERENCIACION GENETICA

De los 283 individuos amplificados, 32 fueron eliminados por tener mas de 2 loci
faltantes (N total: 251). El andlisis de desequilibrio de ligamiento global muestra
valores significativos al utilizar el set de datos completo incluyendo todas las
poblaciones y todos los loci (1a:0.1, P<0.001; ra: 0.01 P<0.001, Tabla 1). El analisis
pareado entre loci y poblaciones indicé que la poblacion de E. subgibbosa de Hualpén
y E. vallenarensis presentan valores de Ila > 0.6 P<0.001 fa > 0.07 P<0.001
significativos que no permiten rechazar la hipétesis nula de que los doce loci de
microsatélites estan ligados. Sin embargo, los valores Ia y fa entre los mismos pares
de marcadores de microsatélites y entre poblaciones fueron cercanos a cero, por lo
que se decidi6 tratar a los doce loci como no ligados. Al estimar el estadistico x? para
cada poblacion y evaluar las desviaciones del modelo nulo que establece el equilibrio
de Hardy-Weinberg, se observd que varias poblaciones se desviaban
significativamente de la hipétesis nula de equilibrio. Ademas, se detect6 un déficit de
heterocigotos (Hobs 0.40 — 0.65) en relacion con lo esperado (Hexp: 0.64 — 0.87) y
coeficientes de endogamia (Fis) entre 0.16 (E. subgibbosa) y 0.51 (E. villosa), aunque
solo la poblacion de E. subgibbosa de Hualpén presenta un valor de endogamia

significativamente distinto de 0 (Fis= 0.16, P<0.05).

En el analisis de estructuracion bayesiana se detectaron cuatro clisteres genéticos
(K=4 AK = 9.24). Seis taxa se agrupan en un primer cluster norte (Figura 1: Barras
rojas) mientras que el segundo cluster centro (Figura 1: Barras verdes) contiene ocho

taxa distintos. Un tercer y cuarto cluster fueron identificados e incluyen a E. castanea
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y las tres poblaciones de E. subgibbosa. Puesto que E. subgibbosa de Hualpén se
diferencia completamente del resto de las poblaciones de E. subgibbosa y posee
valores de endogamia significativa, se realizé6 un segundo analisis excluyendo a la
poblacion de Hualpén y en donde los resultados fueron similares a los informados

anteriormente (Figura S 2).

En el andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) considerando a
todos los Neoporteria, solamente los miembros del cluster sur E. subgibbosa y E.
castanea se diferencian del resto (Figura 2). En el caso de E. subgibbosa de Hualpén
se segrega por completo, mientras que las poblaciones de Bucalemu y Pichilemu se
diferencian junto a E. castanea. Complementariamente, se realizaron DAPC para los
clusteres genéticos identificados por el analisis de estructuracion bayesiana, en donde
se observa diferenciacién genética entre los taxa pertenecientes al clister norte
(Figura 2B). En el cluster centro, se observo una alta diferenciacion entre las especies,
a excepcion de E. nigrihorrida y E. elquiensis en donde se observa solapamiento
(Figura 2C). Puesto que E. castanea presenta mayor similitud morfolégica y en su
rango de distribucion con E. subgibbosa que con el resto de los taxa de Neoporteria
y ya que el DAPC lo identifica como un taxa genéticamente mas similar a E.
subgibbosa, se decidio tratarlo como un miembro del cluster sur (Figura 2D). En este
cluster, se observa ademéas una alta divergencia entre las poblaciones de E.
subgibbosa, donde la poblaciéon de Hualpén se encuentra segregada por completo

mientras que las poblaciones de Pichilemu y Bucalemu no se solapan completamente.

El test de Mantel entre la distancia genética y geogréfica de todas las poblaciones
muestreadas mostré una correlacion positiva (Rxy: 0.161, P<0.01). Asimismo, al
considerar matrices de distancia genética y climatica se obtuvo una correlacion
positiva (Rxy: 0.164, P<0.01). Incluso, al realizar el test de mantel separados para los
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tres clusteres genéticos, se observd una baja pero significativa relacion entre la
distancia genética y geogréfica (Norte Rxy:0.22 P<0.01; Centro Rxy 0.26 P<0.01; Sur

Rxy 0.28 P<0.01).

En cuanto a la diferenciacion genética entre todos pares de taxa, el Fst minimo
observado fue en la comparacion de E. simulans y E. heinrichiana (Fst: 0.02, P:0.01),
mientras que el Fst mas alto fue en la comparacion de las poblaciones de E.
subgibbosa de Pichilemu y Hualpén (Fst: 0.22, P:0.12). Ademas, al estimar Fst para
los tres cllsteres genéticos, los valores de diferenciacion genética fueron bajos y
significativos para todos los grupos: Cluster norte: Fst: 0.05, P:0.01; Cluster centro: Fst

:0.04, P:0.01 y Cluster sur: Fst : 0.14, P:0.01.

MODELOS DE DISTRIBUCION DE ESPECIES Y DIFERENCIACION GEOGRAFICA-

AMBIENTAL.

Los SDMs revelan una distribucion potencial de las distintas especies de Neoporteria
restringida a zonas costeras y valles interiores (Figura 3). De estas, algunas especies
presentan una distribuciéon acotada a unos pocos kilbmetros como E. chilensis, E.
simulans y E. vallenarensis y otras extendidas a lo largo de cientos de kilbmetros de

costa como E. subgibbosa, y E. nigrihorrida y E. heinrichiana.

Al proyectar las distribuciones hacia el pasado se evidencian areas de distribucion
mucho mas extensas que las observadas en el presente, con contraccion en la fase
hameda y fria (UMG 21k afios) y expansion en fases secas y célidas (UIG 120k afios)
(Figura S 3). Estos movimientos en las distribuciones potenciales fueron mucho mas
extensos en aquellos taxa de distribucion amplia como E. senilis y E. litoralis,

expandiendo sus areas de distribucion en las fases secas como en el HM (6k afios) y
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UIG (120k afios). En el altimo maximo glacial (6k afios), las distribuciones potenciales
de todas las especies se fragmentaron. En algunos casos, los modelos no fueron
capaces de reconstruir distribuciones potenciales pasadas, especialmente en
aquellas especies con distribuciones actuales muy acotadas como E. villosa, E.

wagenknechtii y E. vallenarensis.

En las pruebas de identidad del nicho climatico, los analisis por pares entre especies
hermanas revelan distintos grados de similitud (D: 0.35 — 0.80. Figura 4). En el Claster
Norte, los nichos climaticos de E. heinrichiana y E. simulans no son significativamente
distintos (D: 0.70, P=0.2267), al igual que las comparaciones entre E. vallenarensis,
E. villosa y E. wagenknechtii (D: 0.5, P=0.178). En el Cluster Centro, E. clavata y E.
nigrihorrida sus nichos climaticos no son significativamente distintos (D: 0.71,
P=0.049), mientras que los nichos climaticos de E. senilis y E. elquiensis son
significativamente distintos, aunque con una similitud moderada (D: 0.52, P=0.009).
Ademas, los nichos climaticos de E. chilensis y E. litoralis no son significativamente
distintos (D: 0.74 P=0.128). En la prueba de identidad para el Cluster Sur, los nichos
climaticos de E. subgibbosa y E. castanea son significativamente distintos (D: 0.48

P=0.009).
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DiscusION

En este estudio se evalio un modelo de especiacion por conservatismo de nicho y
oscilaciones climaticas, y en donde las especies xerofiticas expanden sus
distribuciones en las fases secas (interglaciales) y las contraen en las fases humedas
(glaciales). En esta tesis, se planteé que esta dinamica ciclica operaria como
reforzamiento del aislamiento geografico, con altos niveles de estructuracion genética
y conservatismo de nicho entre especies cercanamente relacionadas. Los resultados
de esta tesis apoyan parcialmente la hipétesis, se encontré en general bajos nivel de
estructuracién genética entre especies cercanamente relacionadas. Ademas, los
clusteres de especies cercanamente relacionadas, norte y centro, mostraron
conservatismo de nicho mientras que el cluster sur evidencié mayores niveles de

cambio de nicho.

Al caracterizar genéticamente las especies, se observaron bajos valores de Fst en la
comparacién pareada evidenciando una generalizadamente baja diferenciacion
genética. Los seis taxa que pertenecen al primer cluster genético norte se distribuyen
desde el norte del Valle del Elqui hasta el Valle del Huasco (28°S hasta 30°S). El
analisis estructuracion no detecta estructuraciéon dentro del cluster y el indice de
diferenciacion genética fue bajo y no significativo. Este cllster norte es heterogéneo
morfolégicamente, e incluye tres especies de Neoporteria sensu stricto como E.
vallenarensis, E. villosa y E. wagenknechtii, que presentan un sindrome ornitofilico, y
dos especies (E. heinrichiana y E. simulans) anteriormente asignadas a la seccién
Horridocactus que poseen sindrome de polinizacion mielitofilico (Kattermann et al.,
1994). En E. vallenarensis, E. villosa y E. wagenknechtii no fue posible obtener las

proyecciones de sus distribuciones potenciales pasadas, situacion esperable cuando
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se proyectan distribuciones de especies con nichos climaticos muy estrechos (Duarte
et al., 2019). En la actualidad, E. vallenarensis habita estrictamente en el Valle del
Huasco cerca de Vallenar (Figura S 1), mientras que E. villosa y E. wagenknechtii se
distribuyen en estrechas franjas costeras entre Huasco y La Serena. En las pruebas
de identidad realizadas para este grupo, se observaron valores de similitud
moderados y no significativos al comparar a E. vallenarensis, E. villosa y E.

wagenknechtii, sugiriendo que sus nichos climaticos son similares y conservados.

El andlisis de estructuracion bayesiana no detecta estructura genética entre E.
heinrichiana y E. simulans, pero el DAPC las diferencia como unidades discretas
sugiriendo un bajo pero existente divergencia genética. Las distribuciones potenciales
pasadas inferidas para E. heinrichiana y E. simulans apoyan la hipétesis al contraerse
en la fase humeda (UMG: 21K afios) y expandirse en fases secas (UIG: 120k afios;
HM: 6K afios), incluso solapandose en latitudes mayores. Las pruebas de similitud de
nicho climético sugieren alta conservacién de sus nichos climéaticos apoyando la
hipbtesis de especiacion por conservatismo de nicho y oscilaciones climaticas. En la
actualidad, estas especies ocurren en depresiones en el Valle de los Choros (Figura
Suplementaria 1), y solamente E. heinrichiana se extiende hacia la costa. Es probable
gue esta divergencia sea reciente y fomentada por los numerosos eventos de
expansion interglacial con distribuciones solapadas y fragmentacién glacial. En la
actualidad, estas dos especies de distribucion alopatrica son genéticamente muy

similares, probablemente porque el tiempo de especiacion aun es muy reciente.

El cluster genético centro, incluye ocho especies todas consideradas como
Neoporteria sensu stricto, se distribuyen desde el sur del Valle del Elqui hasta el Valle
del Aconcagua (-30°S a -33°S. Figura Suplementaria 1), ocupan planicies litorales y
valles transversales interiores. En el andlisis de estructuracion bayesiana se evidencia
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una deébil estructuracién entre los nueve taxa junto con bajos valores de diferenciacion
genética Fst. Sin embargo, en el DAPC los taxa se diferencian completamente, a
excepcion de E. nigrihorrida y E. elquiensis cuyos genotipos de solapan. El nicho
climético de E. nigrihorrida en bastante conservado y similar a las otras especies
cercanamente relacionadas del cluster centro, y es una de las especies que ha tenido
una amplia distribucién histérica solapada con E. senilis y E. litoralis. Los nichos
climaticos entre E. senilis y E. elquiensis son significativamente distintos, esto junto
con la mayor cercania genética de E. elquiensis con E. nigrihorrida, sugieren
fuertemente que no son especies hermanas a pesar de haber sido consideradas como
una misma especie en el pasado (Kattermann et al., 1994; Hunt et al., 2006). Los
resultados de SSR y nicho climatico apoyan estudios previos basados en secuencias
gue sugerian la naturaleza polifilética del complejo “senilis” (Guerrero et al. 2011a;
Guerrero et al., 2019c), y por lo tanto la separacion y asignacion a rango de especies

a E. elquiensis, E. senilis, y E. coimasensis.

Estos resultados sugieren que estas especies podrian originarse por expansiones
interglaciales de especies ancestrales hacia valles interiores. Este proceso podria
estar acompafiado de adaptacion por especializacion del sindrome de polinizacion
por picaflor al presentar las flores de mayor tamafio, mas tubulares y con mas néctar
(Walter, 2008; Cadiz-Véliz et al., 2021). La polinizacién especializada hacia Patagona
gigas Vieillot (Trochilidae) podria favorecer bajos niveles de diferenciacion genética,
esto por ser una especia altamente moévil (Fernandez et al., 2011; Williamson and
Witt, 2021) pudiendo polinizar plantas distantes, aumentando el flujo genético y
reduciendo la estructuracion entre especies. En general en el clister centro, poseen
proyecciones hacia el pasado que evidencian grandes expansiones cuando las

condiciones climaticas en el norte de Chile eran secas y calidas como en el ultimo
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interglacial y en el Holoceno Medio, seguidas de contraccion y fragmentacién cuando

las condiciones eran mas frias y humedas.

En cuanto a E. litoralis y E. chilensis, la divergencia genética es moderada y no hay
diferencias en sus nichos climaticos. E. litoralis es una especie que puede abarcar
una amplia distribucion en condiciones favorables como en el dltimo interglaciar y E.
chilensis mas bien es una especie con una distribucion muy restringida.
Probablemente la divergencia de E. chilensis no sea producto del aislamiento
geografico, mas bien existiria una divergencia por el cambio del sistema de
polinizacion por ornitofilico hacia uno melitofilico en respuesta al déficit de

polinizadores (Guerrero et al., 2019a, 2021 In prep)

El tercer cluster genético sur, comprende a E. subgibbosa y E. castanea. Para E.
subgibbosa, se identificaron a dos poblaciones genéticamente similares (Bucalemu y
Pichilemu), y una tercera poblacion austral (Hualpén) que se diferencia del resto de
los taxa de Neoporteria. Este patron de fuerte diferenciacion puede deberse al
elevado aislamiento historico que posee la Peninsula de Hualpén, cuya baja
conectividad y disminucion poblacional puede generar aumento en la endogamia
(Thiele et al., 1998). EIl resto de las comparaciones realizadas en el cluster sur
muestran bajos valores de estructuracion genética (Fst), pero el analisis multivariado
DAPC identifica a todos los taxa como unidades discretas lo que sugiere una baja
pero existente estructuracion genética. A diferencia del resto de los taxa de
Neoporteria, las distribuciones de E. subgibbosa y E. castanea experimentaron fases
glaciales secas y frias (Hulton et al., 2002). Los nichos climaticos de ambas especies
son significativamente distintos, lo que sugiere un modelo de especiacion con
evolucion del nicho climatico donde contraccion y expansion llevé a un cambio en el
nicho ecoldgico.
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Neoporteria ha sido histéricamente considerado un clado ornitofilico polinizado por
picaflores (Trochiliformes: Trochilidae) (Kattermann et al., 1994), y se ha reportado
gue el picaflor grande, P. gigas es el principal polinizador en al menos dos especies
de Neoporteria, E. litoralis y E. coimasensis (Guerrero et al., 2019a; Cadiz-Véliz et al.,
2021). Walter (2008) estudi6 las fenologias de distintos taxa de Neoporteria y
evidencia un desfase en los peaks de floracion, iniciando en el norte y siendo las
ultimas enflorecer las especies de distribucion mas austral (Walter 2008).
Especificamente, tres especies del cluster norte (E. vallenarensis, E. villosa, y E.
wagenknechtii) florecen desde finales del otofio hasta mediados del invierno, y se
diferencian climatica y genéticamente de aquellos que comienzan en primavera (E.
heinrichiana y E. simulans). De estos, E. heinrichiana y E. simulans al ser polinizadas
por abejas han retrasado su floracién hasta la primavera, de forma similar como
ocurre con otras especies de Eriosyce (Guerrero, et al., 2019c). Los taxa mas
nortefios del cluster centro (E. clavata, E. nigrihorrida) comienzan el periodo de
floracion en pleno invierno, pudiendo extender la floracion hasta finales de primavera

como E. chilensis, E. subgibbosa y E. castanea.

Eventos de flujo genético entre especies hermanas en general suceden en ausencia
de barreras geogréficas (Via, 2012), pero ciertos rasgos asociados al fithess pueden
ser muy favorecidos por la seleccién, incluso si conlleva hibridacién y flujo genético
(Smadja and Butlin, 2011). Compartir tiempos de floracion y polinizadores tiene
implicancias en la mantencion del flujo de genes puesto que la seleccion natural en
general favorece la divergencia en los periodos de floracion y como consecuencia se
reduce el flujo de genes (Devaux and Lande, 2009). Algunas especies de Neoporteria

tienen déficit de polinizadores (Guerrero et al., 2019a), por lo que mantener el flujo
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génico entre especies hermanas podria ser una alternativa para presiones de deriva

y explicar asi la baja diferenciacion genética detectada.

La edad de origen de la seccién Neoporteria es aproximadamente 1.5 Mya (Guerrero
et al. 2021 In prep), lo que apoya el origen reciente y en donde la divergencia genética
podria estar dada por el conservatismo de nicho climatico y los distintos ciclos de
humedad-aridez del cuaternario que fueron aislando a los taxa en 3 cluster genéticos.
Los clusteres norte y centro experimentaron periodos glaciales humedos, mientras
gue para el cluster sur fue mas bien arido. En la actualidad los 3 clUsteres se
distribuyen en zonas bioclimaticas distintas y que conllevan distintos regimenes de
precipitacion y temperatura (Hajek and Di Castri, 1975; Luebert and Pliscoff, 2008).
Bajo distintas escalas temporales es probable que la heterogeneidad climatica
contribuya a la diferenciacion entre y dentro de grupos (Sobel, 2014), por lo que las
distintas especies de Neoporteria se pueden encontrar en distintos estados
temporales de divergencia. La estructuracion en norte, centro y sur sugiere una
divergencia antigua producto de los distintos eventos de cambio climatico y las
fragmentaciones producto de los ciclos de humedad y aridez. Dentro de cada clUster,
la diferenciacion genética no es tan evidente, probablemente por la mantencion del

flujo genético debido a nichos de polinizacion solapados.

Una explicacion complementaria para la baja divergencia genética dentro de los
cluster genéticos, puede estar dada por los tiempos de coalescencia recientes y la
clasificacion incompleta del linaje (Sousa and Hey, 2013). Bajo un proceso de
clasificacion incompleta del linaje, es esperable bajos niveles de diferenciacion
genética simplemente porque no ha transcurrido el tiempo suficiente para acumular
diferencias (Nosil et al., 2009), lo que podria explicar la baja diferenciacién genética
dentro de los clusteres a pesar de que sus nichos climéaticos sean distintos. La
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clasificacion incompleta de linajes y la mantencion del flujo genético ocurrida la
especiacion han sido factores importantes en la historia evolutiva de muchas plantas,
como en Pinus seccién Ponderosae Linn. (Pinaceae) (Willyard et al., 2009), en Linaria
seccién Supinae Mill. (Plantaginaceae) (Blanco-Pastor et al., 2012), en el clado
euroasiatico de Amaryllidaceae Burnett (Meerow et al., 2006) y en Senecio seccion
Senecio Linn. (Asteraceae) (Comes and Abbott, 2001). Es necesario avanzar en
estudios que den cuenta sobre la similitud en los polinizadores y las fenologias de
floracion y su papel en el flujo genético, asi como explorar sobre aquellos mecanismos
gue pueden estar contribuyendo con la diferenciacion genética en escalas temporales

muy recientes.

Los resultados de esta tesis sugieren que la divergencia de Neoporteria ha ocurrido
bajo un modelo de especiacién alopatrica producto del conservatismo de nicho,
contrayendo los rangos de distribucién en fases glaciales frias y humedas, y
expandiéndolos en fases interglaciales que son mas aridas. Se ha documentado
sobre como las oscilaciones climaticas han tenido influencia en la especiacion en
otras cactaceas como Pilosocereus (Bonatelli et al., 2014) con resultados similares a
los de este estudio, y en donde desplazamientos en los cinturones de vegetacion
producto de los cambios climéaticos histéricos moldearon y aislaron poblaciones. Asi
mismo, otros cactus columnares también muestran sefiales de expansiones
interglaciales y contracciones glaciales siguiendo el patrén de especies xerofiticas,
como Cereus (Franco et al., 2017), y algunas especies del género Eulychnia (Larridon
et al., 2018). Al evaluar SDMs de otras especies adaptadas a la sequia como son el
caso de los arbustos Nolana crasullifolia (Ossa et al., 2013) y Colligua adorifera (Bull-
Herefiu et al., 2005), se ha evidenciado contracciones similares a las de Neoporteria,

y en donde las principales expansiones ocurrieron en periodos de sequia postglacial.
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De forma similar, se ha documentado que la fragmentacion en periodos glaciales
influye en la diferenciacion de rasgos ecoldgicos del cactus Echinopsis chiloensis
(Ossa et al., 2019) y expansiones interglaciales son consistentes con los patrones de

estructuracion genética de Lophocereus schottii (Nason et al., 2002).

La zona centro norte de Chile es una zona alta en neoendemismos, y es donde se
concentra la mayor diversidad filogenética de la flora vascular de Chile (Scherson et
al., 2017), probablemente porque esta zona alberga géneros derivados recientemente
gue también son especies de rango restringido (Fuentes-Castillo et al., 2019).
Lamentablemente, esta zona es altamente vulnerable debido a los cambios de uso
de suelo por actividades agricolas e inmobiliarias y los continuos ciclos de incendios
gue han dafiado los habitats naturales (Armesto et al., 2010). Para fomentar la
preservacion de linajes Unicos, es necesario incluir procesos evolutivos y la
distribucién de la diversidad genética en la planificacién de acciones de conservacion
(Moritz, 2002). Asi mismo, es fundamental mantener la red de conexiones genéticas
para mantener la diversidad adaptativa y preservar su historia evolutiva (Crandall et
al., 2000). En la actualidad, muchas poblaciones de Neoporteria han desaparecido
debido a actividades agricolas, y otras aun persisten en localidades en donde el déficit
hidrico se ha acentuado en los Ultimos afios, por lo que es necesario avanzar en el
conocimiento sobre los procesos climaticos que han producido y mantenido la
diversidad en Neoporteria, para asi aumentar la efectividad de las acciones de
conservacion futuras. Esta tesis enfatiza en la importancia del conservatismo del
nicho climatico cuando ocurren eventos de cambio climatico, puesto que tiene
consecuencias en el aislamiento geografico, asi como su rol modelador de la historia
evolutiva en Neoporteria. Es necesario generar nuevo conocimiento para comprender

como ocurre la especiacion con flujo genético, el rol de la evolucion de rasgos
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asociados a la polinizacién, y evaluar cuales fueron los procesos que desencadenaron

la evolucion de un sindrome de polinizacion ornitofilico.
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TABLAS Y FIGURAS

TABLAS

Tabla 1. Informacién de los taxa muestreados y diversidad genética para marcadores de microsatélites. N:
Numero de muestras (individuos), Hexp: Heterocigosidad esperada, Hobs: Heterocigosidad observada, lambda:

indice de Simpson, IA: indice de asociacion., rd: indice de asociacion estandarizado. * p<0.05 y ** p<0.01.

Especie Poblacién Grupo N Hexp  Hobs Fis lambda I fa
Eriosyce villosa Huasco Norte 15 0.78 0.40 0.51 0.93 0.11 0.01
Eriosyce vallenarensis Freirina Norte 14 0.79 045 0.46 0.93 0.62** 0.06**
Eriosyce simulans Los Choros Norte 14 0.82 0.50 042 0.93 0.25 0.02
Eriosyce heinrichiana El Trapiche Norte 8 0.82 050 042 0.88 0.08 0.01
Eriosyce wageknechtii Juan Soldado Norte 13 0.86 0.48 0.47 0.92 0.28 0.03
Eriosyce coimasensis Las Coimas Norte 8 0.81 0.46 0.48 0.88 -0.17 -0.02
Eriosyce clavata 3:?;&2(312 Centro 17 0.83 0.61 0.29 0.94 0.35 0.04
Eriosyce elquiensis El Tambo Centro 13 0.78 0.56 0.31 0.92 0.10 0.01
Eriosyce litoralis Totoralillo Centro 10 0.85 052 043 0.90 0.36 0.04
Eriosyce nigrihorrida Fray Jorge Centro 15 0.86 0.65 0.27 0.93 0.13 0.01
Eriosyce senilis Salamanca Centro 12 0.83 0.46 048 0.92 0.37 0.04
;ﬂ?ﬁgﬁ;h”e”s“ Pichidangui  Centro 25 086 061 031 096 009 001
Eriosyce chilensis Los Molles Centro 24 0.87 0.58 0.35 0.96 0.11 0.01
Eriosyce litoralis Pullally Centro 11 0.85 0.52 0.18 0.91 0.15 0.01
Eriosyce subgibbosa Pichilemu Sur 14 0.70 0.40 047 0.93 -0.03 0.00
Eriosyce subgibossa Bucalemu Sur 15 0.75 0.44 044 0.93 0.05 0.00
Eriosyce castanea Villa Pratt Sur 8 0.77 042 0.1 0.88 0.33 0.03
Eriosyce subgibossa Hualpén Sur 15 0.64 0.56 0.15* 0.93 0.69** 0.07*
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FIGURAS

Figura 1. Gréaficos de barra que representan la estructuracion bayesiana de las especies de Neoporteria. Cada
individuo representa una barra vertical separados por lineas blancas discontinuas que identifica a las poblaciones.

Lineas negras separan a las poblaciones de cada cluster.
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Figura 2. Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) que muestra las relaciones genéticas entre
las distintas especies de Neoporteria. A: DAPC para el set de datos con todas las especies. B: Cluster norte con
las especies E. vallenarensis, E. villosa, E. wagenknechtii, E. simulans, E. heinrichiana y E. simulans. C: Clister
centro que comprende a las especies E. senilis, E. litoralis, E. chilensis. E. elquiensis, E. clavata y E. nigrihorrida.

C: Cluster sur con E. castanea y las 3 poblaciones de E. subgibbosa.
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Figura 3. Distribuciones potenciales de las especies proyectadas en el presente, y hacia distintas fases del ultimo
ciclo glacial. Cada color representa a una especie y la escala de intensidad del color representa su proyeccion de
la distribucion hacia el pasado: color mas intenso representa la distribucién actual, mientras que la menor
intensidad del color representa periodos secos y célidos del Holoceno Medio (6k afios) y el ultimo interglacial (120k
afos). Una intensidad de color media representa la distribucion en el periodo himedo y frio del Gltimo méaximo
glacial (21k afios).
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Figura 4. Comparacion por pares de especies para estimar el indice D (Warren et al., 2008). Se
realizaron 100 repeticiones para cada par y se informa con ** todas aquellas comparaciones con
significancia P<0.01. Valores bajo la diagonal x representan el indice D estimado como una proyeccion
en el biotopo y sobre la linea representa D estimado solamente en el nicho climatico.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura S 1. Distribucion potencial presente de las especies de Neoporteria. Los circulos representan las

localidades muestreadas para SSR y las cruces indican las localidades
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Figura S 2. Graficos de barra que representan la estructuracion bayesiana de las especies de Neoporteria sin
considerar a las 3 poblaciones de E. subgibbosa. Cada individuo representa una barra vertical separados por

lineas blancas discontinuas que identifica a las poblaciones. (K

3, AK = 30.8).
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Figura S 3. Caracterizacion de las condiciones de temperatura y humedad del pasado. Los cuatro poligonos
representan las condiciones climaticas de distritos tiempos: presente, Holoceno Medio (MH), Gltimo maximo glacial
(LGM) y el ultimo interglacial (LIG). Los puntos representan los valores de humedad y temperatura de las
ocurrencias de Neoporteria consideradas en esta tesis para los cuatro periodos antes descritos.
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