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RESUMEN

Leucocoryne Lindl. (Alliaceae) es un género endemico a Chile que habita
entre 20° y 37°S, concentrando su riqueza de especies en la zona Mediterranea
arida y semiarida (29° a 38°S). Se estudiaron 17 taxa, conformados por 14
especies, dos variedades y una afinidad. En este estudio se plantea que los
eventos de aridizacion, habrian provocado ef origen y la alta diversificacion de los
taxa del género Leucocoryne a nivel de la Zona Mediterranea Arida y Semiarida de
Chile y que habria influenciado en la ubicacion altitudinal del ancestro del genero
en estudio. Adicionalmente, desde el punto de vista sistematico y por diferencias
morfolégicas a nivel de caracteres florales se cuestiona la monofilia del género
Leucocoryne. Para resolver estas interrogantes se realizo inicialmente un estudio
citogenético para descartar la presencia de hibridos entre los 17 taxa estudiados.
Se evaluaron las relaciones filogenéticas de los faxa del género Leucocoryne,
basado en datos de secuencias de DNA plastidial (cpDNA) y DNA nuclear
ribosomal (rDNA), se realizé una estimacion de tiempos de divergencia de los taxa
utilizando reloj molecular, se realizaron analisis de evidencia total (datos
morfoldgicos/citogenéticos/moleculares) y se determind la posible ubicacion
altitudinal (tierras bajas y altas) del ancestro del género Leucocoryne. Los
resultados determinaron que Leucocoryne es un grupo monofilético que esta
conformado por tres principales linajes, y que diverge de la familia Alliaceae a
inicios del Mioceno temprano. La primera divergencia dentro de Leucocoryne
corresponde a Mioceno superior (10.9 Ma) implicando una correspondencia entre

aridizacién y la evolucién de estos taxa con distribucién arida-semiarida. La
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posible ubicacién altitudinal del ancestro de Leucocoryne, corresponderia a un
origen en tierras bajas, que presenté dos focos de diversificacion, el linaje |
(Mioceno superior) colonizaria tierras altas asociado a la incipiente Cordillera de
Los Andes, separandose de los linajes Il y lll los cuales habrian evolucionado en

el valle y costa de Chile centro-norte.
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CAPITULO |

RECONSTRUCCION FILOGENETICA DEL GENERO ENDEMICO
LEUCOCORYNE (ALLIACEAE) Y SU CORRESPONDENCIA BIOGEOGRAFICA
CON LA ARIDIZACION DE LA ZONA MEDITERRANEA ARIDA Y SEMIARIDA

DE CHILE
INTRODUCCION

La zona occidental de la Cordiliera de los Andes de Chile-Per( y el area
costera entre las montafas y el Océano Pacifico se encuentran aisladas climatica
y biogeogréficamente de ofras regiones de Sudamérica. La diversidad ambiental
que surge de este aislamiento, favorece el desarrollo de una exclusiva variedad de
flora, la cual se produciria entre otros factores por la variacion latitudinal de la
aridez y un elevado incremento en las alturas que alcanzan Los Andes con
respecto al océano. Por ejemplo, a los 18,21°S la elevacion se incrementa
aproximadamente 3970 m en 80 km (Veloso & Arroyo 1982). E! norte de Chile (18
a 25 °S) es una regién hiperarida y arida, siendo el desierto de Atacama uno de
los mas secos del mundo (Rech et al. 2010). La zona de Chile central (29 a 38°S)
se caracteriza por un clima Mediterraneo, con sequia estival y temperaturas
moderadas en torno a los 14°C; elevada riqueza de especies (3892 de plantas
vasculares) y altos niveles de endemismo (50,3%, Arroyo et al. 2004). Ademas,

desde tiempos histéricos, esta regién se encuentra sometida a fueries presiones
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antrépicas (Arroyo et al. 1995; Squeo et al. 2001). Basado en estas caracteristicas
la region de Chile central fue considerada como uno de los 34 “Hotspots”
mundiales de biodiversidad (Arroyo et al. 1999, Myers et al. 2000, Arroyo et al.

2004, Mittermeier et al. 2004).

En el extremo norte del Hotspot de Chile Central se ubica una zona de
irmegulares precipitaciones invernales denominada por di Castri & Hajek (1976)
como Regién Arida. Esta region coincide con la Region Administrativa de
Coquimbo (29° y 32° 10 S) (Novoa & Lépez 3001), la cual presenta una alta
diversidad y endemismo de plantas relacionados con la alta heterogeneidad
ambiental y topografica de la zona. A su vez, la Region posee refugios de cima de
cerros y un limite norte y sur del rango de distribucién geografica de algunas
especies vegetales (Squeo et al. 2001). Varios autores sostienen que la alta
diversidad de especies en las zonas aridas se relaciona con la fragmentacion del
habitat debido a limitaciones de humedad, diversidad local del terreno y tipo de
suelo (Stebbins 1952, Lewis 1966, Axelrod 1972). Lewis (1962) propone que la
alta diversidad en zonas aridas se debe a la extincion local de las poblaciones con
sobrevivencia de ciertos individuos por seleccion catastréfica o a la subsistencia
de individuos con una reorganizacion cromosomica diferente a la de sus
parentales. De acuerdo con lo anterior, estudios filogenéticos moleculares
recientes han mostrado que muchas de las especies en las zonas aridas de Sud
Africa son el producto de una especiacion rapida (Richardson et al. 2001, Klak et
al. 2004, Linder & Hardy 2004) y que existe una gran diversidad morfologica en

linajes cercanos (Klak et al. 2004). De igual forma, taxa que habitan Chile, como
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Heliotropium s. Cochranea (Luebert & Wen 2008), Tropaeolum s. Chilensia
(Hershkovitz et al. 2006b), Malesherbiaceae (Gengler-nowak 2003), Chaetanthera
(Hershkovitz et al 2006a), Schizanthus (Pérez et al 2006), Chuquiraga (Ezcurra
2002), Nolana (Tu et al. 2008), Gypothamnium (Luebert et al 2009), Oxyphyllum
(Luebert et al. 2009), entre otros, se han originado y divergido producto de la
aridizacion de las zonas donde habitan. Hay que destacar que en zonas donde la
aridizacién esta influenciando el crecimiento vegetal, pueden surgir diferentes tipos
de especiacion, dentro de los cuales se destacan: (a) especiacion reductiva (Mayr
1963, Wiley 1981) fusion de dos especies que evolucionaban en forma
independiente y ocurre enire ellas un fendmeno de integracion producto de una
hibridacion. La hibridacion es un fenémeno comun en muchos grupos de planias
siendo entre el 50% y 80% de las angiospermas de origen hibrido (Heiser 1949),
(b} especiacion aditiva (Mayr 1963, Wiley 1981) aumenta la diversidad de
especies. Este proceso de especiacion se puede generar producto de diferentes
modelos: (1) Especiacién alopatrica, a partir de un solo linaje y producto de
procesos de disyuncion geografica, se generan linajes que evolucionaran en forma
independiente, (2) especiacion parapatrica, linajes de gran distribucion que
mantienen flujo génico sélo en zonas de contacto, (3) especiacion peripatrica, un
pequefio grupo de individuos diverge de una gran poblacion adquitiendo barreras
reproductivas, un ejemplo es efecto fundador, (4) especiacion simpatrica,
especiacion entre individuos que ocupan un mismo territorio, donde se pueden
desarrollar varios fenémenos simpatricos, destacando alguno de ellos:
reproduccién asexuada (clones); autoferilizacién (endogamia), aislamiento

reproductivo {barreras postcigoticas May 1942), reorganizaciones cromosémicas




(poliploidia, muy comin en helechos y angiospermas (Goldblatt 1979) donde

destaca la autopoliploidia y la alopoliploidia).

Las condiciones de aridez en la zona norte de Chile, especificamente en el
Desierto de Atacama (18° y 26°S) (Rech et al. 2010) que incorpora areas de Perl]
y norte de Chile, y parte este de la Cordillera de Los Andes, se retfrotraen al
Jurasico superior (150 Ma) donde el escenario climatico era arido y semidrido
producto de condiciones atmosféricas asociadas a la rama descendente de la
Celda de Hadley y la presencia de aguas ascendentes frias costeras generadas
por la ancestral Corriente de Humboldt (Hartley et al 2005). Entre el Paleoceno-
Eoceno, vy desde los 33°S hasta el extremo sur del continente, mediante estudios
de flora fosil se determiné un aumento en las temperaturas y precipitaciones
medias anuales que convirtieron el territorio a condiciones climaticas tropicales y
subtropicales (Hinojosa 2005). Tal condicién ambiental fue corroborada por
modelos paleovegetacionales del sur de sudamérica que muestran el desarrollo de
una Paleoflora Neotropical (Hinojosa & Villagran 1997, Troncoso & Romero 1998).
En el Eoceno inferior a medio, ocurre un descenso de las temperaturas y de las
precipitaciones medias anuales que coincide con el desarrollo de una Paleoflora
Mixta (Hinojosa & Villagran 1997, Romero 1978, 1986; Troncoso & Romero 1998).
Entre el Eoceno-Oligoceno, ocurre un abrupto descenso de las temperaturas y de
las precipitaciones medias anules, lo cual concuerda con el descenso de las
temperaturas oceanicas (Zachos et al. 1993). El descenso de las temperaturas
oceanicas seria una consecuencia de la separacion de Australia y Sudameérica,

comienzo de las glaciaciones en la Antartica del este y aumento del gradiente
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ecuador-polo (Dingle et al. 1998, Flohn 1984, Hinojosa & Villagran 1997, Villagran
& Hinojosa 1997, Zachos et al. 2001). A partir del Mioceno superior las
condiciones de aridez se ven incrementadas en el territorio chileno, producto de la
formacién de la Diagonal Arida de Sudamérica, la cual se habria establecido
durante el Plioceno-Pleistoceno, constituyendo segun algunos autores, uno de los
eventos mas significativos en la historia de la vegetacion del cono sur de
Sudamérica (Schmithiisen 1956; Hinojosa & Villagran 1997; Villagran & Hinojosa
1997). La Diagonal Arida es una franja confinua de clima arido (con
precipitaciones menores a 300 mm anuales) que afraviesa el continente en sentido
NW-SE (abarca el norte de Chile y el sureste de Argentina). En Chile, aisla la
region de bosques subiropicales y templados lluviosos de los semidesiertos y
desiertos hiperaridos del norte de Chile, constituyendo una verdadera barrera para
la dispersion de especies de bosque a lo largo del territorio chileno. La formacion
de la Diagonal Arida se encuentra intimamente ligada a varios factores donde
destaca (i) el levantamiento de la Cordillera de los Andes y su efecto de sombra de
lluvia a los vientos humedos del este y oeste, o cual ha tenido una influencia de
gran envergadura en los patrones atmosféricos y transporte de humedad en
Sudamérica desde el Mioceno superior (Strecker 2007). El levantamiento de los
Andes Centrales a su condicién actual se retrotrae a 15 Ma (Alpers & Brimhall
1998, Vandervoort et al 1995) aunque evidencia palecbotanica sugiere que ocurrié
hace 10 Ma (Gregory—Wodz'icki 2000), (i) al aguzamiento del gradiente de
temperatura ecuador polo, evento asociado-a la formacion de hielo'Antartico Ceste -
(iii) vigorizacion de la corriente fria de Humboldt, la cual se intensifico entre 15 y

2,5 Ma (Flower & Kennett 1994, lbaraki 1997), (iv) intensificacién del Anticiclon




Subtropical del Pacifico Sur, e (v) inicio de las glaciaciones continentales en la
Patagonia (Villagran & Hinojosa 2005). La posicidn constante del centro de Ia
Diagona! Arida de Sudamérica durante los periodos glaciales del Cuaternario,
sumada a los repetidos avances de glaciares andinos y procesos periglaciales
asociados, habrian contribuido a determinar los actuales patrones generales de
distribucién de la flora del sur de Sudamérica (Hinojosa & Villagran 1997; Villagran

& Hinojosa 1997).

Estudios recientes sobre la hiperaridez del Desierto de Atacama, revelan
que el levantamiento andino fue sélo uno de los factores y no el preponderante en
gestar la transicién entre aridez e hiperaridez (precipitacion anual media: aridez: <
50mm e hiperaridez < 5 mm) (Garreaud et al. 2010). Una de las causas de las
condiciones de aridez del Desierto de Atacama es la ubicacién en el limite este del
Pacifico Subtropical. El Anticiclon Subtropical del Pacifico Sur, impide la llegada
de vientos himedos del oeste y conduce los vientos secos del Ecuador a lo largo
de la costa, favoreciendo el transporte de aguas frias de latitudes mas altas, y un
constante estrato nuboso (Takahashi & Battisti 2007) que genera un enfriamiento
a nivel de la troposfera que provoca sequedad en la zona (Wang et al. 2004;
Takahashi & Battisti 2007). Estudios sobre la transicion de aridez a hiperaridez de!

Desierto de Atacama, revelan que hace -8 Ma, se redujo los niveles de

sedimentacién producto de un descenso de las precipitaciones (Tosdal et al. 19084,
Garcfa & Herail 2005, Farias et al. 2005, Riquelme et al. 2007). Hartley & Chong

2002 y Hartley 2003, muesiran en andlisis de sedimentacion y estratigrafias, a




nivel de la zona preandina del norte de Chile, que la hiperaridez tiene un inicio
mas reciente, entre ~6 a 3 Ma. Reich et al. (2009) postula, por andiisis de

depdsitos de cobre en el Precordillera y region costera a los 23°S, que la

hiperaridez de Atacama seria ~1,5 Ma. Estas dataciones, sugieren que la

transicion entre la aridez e hiperaridez en el norte de Chile, no serian directamente
producto del levantamiento andino, el cual, a 5;1 condicion actual se retrotrae hace
15 Ma (Alpers & Brimhall 1998, Vandervoort et al 1985) o 10 Ma (Gregory-
Wodzicki 2000). Por lo cual, los Andes tendrian mayor influencia en la zona
occidental de la cordillera aumentando las precipitaciones (Strecker et al. 2007).
Postulados sobre hiperaridez del norte de Chile, que afecté los niveles de
precipitacién y humedad del Desierto de Atacama, podrian estar asociados, en
ausencia de el levantamiento andino, a un enfriamiento en el Plioceno de la
superficie del mar de la costa de Chile nortefio y Perd meridional (Kennett, 1977,
Zachos et al. 2001) o a las condiciones del efecto Nifio en el Pacifico tropical
alredédor 3 Ma (Federov et al. 2008, Ravelo et al. 2004). Si consideramos gue las
montafias costeras de Chile son niebla dependientes, donde la topografia costera
intercepta la nubosidad (Garreaud 2008) el efecto Nifio seria preponderante, pues
se asocia a aumentos de precipitaciones pero disminuye drasticamente las
condiciones brumosas costeras, en cambio La Nifia, se asocia a disminucion de
las precipitaciones, con aumento de la frecuencia de neblina costera. Por lo cual,
el efecto Nifio, podria estar gatillando condiciones de aridez en zonas muy

localizadas que son altamente influenciadas por la nubosidad costera.




En este estudio se plantea que la intensificacion de la aridizacion, seria la
principal causal de la alta diversificacion de taxa con distribucién en la zona
Mediterranea Arida y Semiarida de Chile. Para poder dilucidar esta problematica
se utilizara como modelo de estudio el género endémico Leucocoryne,
perteneciente al grupo de las Monocotyledoneae, al orden Liliales, de la familia
Alliaceae, que presenta una gran diversidad de especies y habita en zonas aridas

y semiaridas de Chile.

La historia taxonémica del género Leucocoryne en la flora chilena se inicia
con Hooker (1823), quien describe el espécimen tipo denominandolo Brodiaea.
Fue Lindley (1830) quien lo nombra por primera vez como Leucocoryne. Desde
1823 a la fecha, varios autores han discutido la taxonomia de las entidades que
conforman el género (Hooker & Arnott 1841, Gay 1853, Philippi 1857, Philippi
1860, Fuentes 1945, Uphof 1947, Mufoz 1960, Mufioz 1966, Zoéliner 1972,
Ravenna 1973, 1978, 2000, Marticorena & Quezada 1985, Grau 1991, Rahn 1998,
Mufioz & Moreira 2000, Riedemann 2002, Mansur et al. 2002, Mansur & Cisterna
2005, Zuloaga et al. 2008). Actualmente el nimero de taxa reconocido para el
género varia entre 12 y 47 taxa (Philippi 1857, Zoéliner 1972, Ravenna 1973,
Marticorena & Quezada 1985, Mufioz & Moreira 2000, Rahn 1998, Riedemann
2002, Mansur et al. 2002, Mansur & Cisterna 2005, Zuloaga et al. 2008) (Fig. 1.1 a
y b). Los problemas en la caracterizacion de taxa del género Leucocoryne, se
relacionan principalmente con la gran variacién morfologica a nivel intra e
interpoblacional, que ha llevado a varios autores a reconocer taxa que en ia

actualidad no son validos (Mufioz & Moreira 2000, Mansur et aI._2002). Para este




trabajo hemos considerado 17 taxa, conformados por 14 especies (L. alliacea
Miers ex Lindl., L. angustipetala Gay, L. appendiculata Phil., L. conferia Zoéllner,
L. dimorphopetala (Gay) Rav., L. ixioides (Hook) Lindl., L. macropetala Phil., L.
narcissoides Phil, L. odorata Lindl., L. pauciflora Phil, L. purpurea Gay, L.
talinensis Mansur, L. violacescens Phil. y L. viftata Rav.), dos variedades (L.
coquimbensis F. Phil var. coquimbensis., L. coquimbensis F. Phil. var. alba
Zoéllner) y una afinidad (L. aff. vitfata Rav.!) (Fig. 1.1a). Se descartaron del
estudio seis taxa por ser sinonimias (L. gayi, L. montana, L. oxipetala, L. foetida, L.
incrassata y L. connivens) (Fig. 1.1a} y no fueron considerados 31 taxa publicados
en Zuloaga et al. 2008, todos descritos-por Ravenna y publicados en Onira (revista
personal de Ravenna®) entre el 2000 y 2004. L. volkmanni, es el tnico no descrito
por Ravenna. Los ejemplares de estos taxa no se encuentran disponibles en
herbarios nacionales® (HULS, HMNHN y HCONC) y su ubicacién no estd

claramente descrita (Fig. 1.1b).

Leucocoryne Lindl. de la familia Alliaceae (Mufioz y Moreira 2000), es un
género endémico a Chile que se distribuye entre los 20° y 37°S de Chile (Fig. 1.2),
con una mayor riqueza de taxa en la zona Mediterranea Arida y Semiarida de las
Regiones de Coquimbo, con 14 taxa (82,35%), Valparaiso, con siete taxa
(41,18%) y Metropolitana, con cinco taxa (29,41%) (Fig. 1.3) (Zéellner 1972,
Navas 1973, Hoffmann 1978, Ravenna et al. 1998, Murioz & Moreira 2000, Squeo
et al. 2001, Mansur et al. 2002, datos de herbario 2008: HULS, HMNHN, HCON).
Altitudinalmente, Leucocoryne se distribuye entre los 0 a 2500 m. s. n. m. Este

gradiente se puede subdividir en dos zonas que clasificamos como (a) zona

T L. aff vittata Rav. es un taxa no reconccido formalmente pero descrito en Mufioz M (HMNHN).
? Revista Onira, publicacién persenal de Ravenna. 9

3 Herbario personal de Ravenna prohibe la entrada. No acceso a ejemplares descrites por Ravenna.




costera/ valle intermedio 0 a < 1000 m. s. n. m., contiendo 16 taxa (94,12%) y (b)
zona occidental de la Cordillerana de los Andes > 1000 m. s. n. m,, con 2 taxa
(11,76%) (Fig. 1.4). Morfolégicamente los taxa del género se caracterizan por
-presentar bulbos tunicados, seis lacinias en dos series, fres estambres fértiles
adheridos a la pared del tubo y tres estaminodios finos. Sélo en L. dimorphopetala
y L. narcissoides, no se cumplen todas estas condiciones pues presenta seis
estambres férliles y tres estaminodios engrosados (Fig. 1.3). Varios autores
postulan que las angiospermas han evolucionado desde flores polidndricas a
policiclicas, disminuyendo a través del tiempo el niimero de verticilos desde flores
policiclicas a monociclicas (Ronse De Craene & Smets 1987, 1993, 1998, 2001;
Ronse De Craene et al. 2003, Friedman 2004). El género Leucocoryne fue
considerado como un potencial modelo de estudio, debido a que presenta una
distribucién que permite corroborar hipotesis acerca de la evolucion de la flora en
la zona Mediterranea Arida y Semiarida de Chile, existe un amplio namero de
muestras herborizadas en diferentes herbarios nacionales y el extranjero, su
floracion se produce entre septiembre/octubre en forma masiva cuando hay
precipitaciones, lo cual permite realizar experimentos en terreno y laboratorio sin
problemas, las especies crecen en lugares de facil acceso, existe una coleccién
importante de individuos de diferentes especies que han sido mantenidos en jardin
comun desde aproximadamente 12 afios, y por ser un género con potencial

econdémico.
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En consideracion a lo planteado anteriormente se formularon las siguientes

interrogantes:

(a) ¢ Leucocoryne, tal como esta constituido actuaimente, corresponde a un
grupo menofiléfico?
(b) ¢La evolucion del género y su diversidad, se relacionan directamente

con la aridizacion de la zona donde habita?
(c) ¢Cudl es el posible origen altitudinal (costero/valle intermedio o

cordillerano) del ancestro del género Leucocoryne?

De acuerdo a las preguntas sefialadas se postulan Ias siguientes hipéiesis

generales:
Hipotesis

HIPOTESIS 1. Dado que L. dimorphopetala y L. narcissoides presenta
caracieres diferentes a nivel de estambres y estaminodios, con respecto a los

demas taxa del género Leucocoryne, entonces el género Leucocoryne no seria

monofilético.

HIPOTESIS Il. El origen y la divergencia del género Leucocoryrie se

asociarian directamente con la aridizacion de su habitat.
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HIPOTESIS lil. La ubicacion altitudinal del posible ancestro del género

Leucocoryne es cordillerana (> 1000 m.s.n.m.).

Para resolver las interrogantes descritas en este estudio se establecieron
las relaciones filogenéticas existentes entre taxa del género Leucocoryne, y se
relacionaron con los periodos de aridizacion e intensificacién de la aridizacion de
las zonas donde habita, basado en datos de secuencias de DNA plastidial
(cpDNA) de la region trnF-tmL y DNA nuclear ribosomal (rDNA) de la region ITS,
contemplando la estimacién de tiempos de divergencia de taxa utilizando reloj
molecular y analisis de reconstruccion de caracteres para determinar la posicion
geografica (costa/valle intermedio o cordillerano) del ancestro del género
Leucocoryne. Paralelamente a los andlisis moleculares se realizaron estudios
citogenéticos para determinar la presencia de hibridos o poliploides entre los 17
taxa utilizados en este estudio. Esta determinacién se efectud debido a que en
Leucocoryne ha sido descrito la presencia de hibridacion entre especies o
poliploidia (Moreno et al. preparacion, Salas & Mansur 2004) lo cual podria alterar
los resultados de los andlisis filogenéticos con caracteres moleculares. Ademas,
se realizaron analisis de evidencia total, para lo cual se utilizaron caracteres
moleculares de rDNA y cpDNA (capitulo [l en esta tesis), 12 caracteres
citogenéticos (capitulo 11l es esta tesis) y 19 caracteres morfolégicos que no
presentan plasticidad fenotipica o es muy baja; eliminado aquellos que
presentaban gran plasticidad fenotipica como longitud y ancho hoja, diametro y

largo bulbo, largo del pedinculo floral, entre otros.
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Se recolectaron muestras de los 17 taxa considerados en este estudio,
donde se encueniran 14 especies (L. alfiacea Miers ex Lindl., L. angustipetala
Gay, L. appendiculata Phil., L. conferta Zoéliner, L. dimorphopetala (Gay) Rav., L.
ixioides (Hook) Lindl., L. macropetala Phil., L. narcissoides Phil., L. odorata Lindl.,
L. paucifiora Phil., L. purpurea Gay, L. talinensis Mansur, L. violacescens Phil. y L.
vittata Rav.), dos variedades (L. coquimbensis var. coquimbensis F. Phil., L.
coquimbensis var. alba Zoéliner) y una afinidad (L. aff. vitfata Rav.). (Fig. 1.6,
Tabla 1.1). De -cada uno de ellos, se utilizaron individuos pertenecientes a dos
poblaciones de localidades aisladas entre si. Para la reconstruccion filogenética se
utifizaron como grupos externos los géneros Nothoscordum, Tristagma,
Zoellnerallium y Miersia, de la familia Alliaceae (Zdellner 1972; Navas 1973;
Hoffmann 1978:; Ravenna et al. 1998; Muiioz & Moreira 2000; Mansur et al 2002).
Ademas se consideraron Phycella bicolor (Ruiz et Pav.) Herb. y Rhodophiala
phycelloides (Herb.) Hunz. de la Familia Amarydillaceae (Fig. 1.7, Tabla 1.1). Los
grupos externos fueron seleccionados por presentar bulbos tunicados, por
estudios morfoldgicos que determinan cercania con Leucocoryne (Zoellner 1972;
Navas 1973; Hoffmann 1978; Ravenna et al. 1998; Mufoz & Moreira 2000;
Mansur et al 2002) y por estudios filogenéticos previos (Janssen T & Bremer K

2004).
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Estructura de la Tesis

Esta tesis es presentada en formato de manuscritos, contemplando: (a)
Capitulo |, Introduccion general, (b) Capitulo Il, Manuscrito 1, titulado
“Reconstruccion filogenética del género endémico Leucocoryne Lindl. (Alliaceae) y
su correspondencia biogeografica con la aridizacion de la zona Mediterranea Arida
y Semiarida de Chile”. En este manuscrito se determinan las relaciones
filogenéticas de taxa del género Leucocoryne, se evalta la moncofilia del grupo, se
establece la fecha posible del origen y maxima diversificacion de taxa, se analiza
las posibles relaciones de la diversificacién de taxa con el incremento de la aridez
de la zona donde habita, se establece el posible origen altitudinal (costero/valle
intermedio o cordillerano) del ancestro de Leucocoryne y se realiza un estudio de
evidencia total con caracteres moleculares, cifogenéticos y morfolégicos con la
finalidad de obtener sefiales secundarias que no se evidencian en analisis
motipicos, (b) Capitulo 1ll, Manuscrito 2, titulado “Citogenética comparada en el
género endémico de Chile Leucocoryne Lindl. (Alliaceae)’. En este manuscrito se
describen las caracteristicas citogenéticas existentes entre taxa del genero
Leucocoryne y se muestran sus cariotipos, y (d) Capitulo IV, Conclusion General

de los resultados obtenidos, en la cual se incorpora una sintesis de este estudio.
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CAPITULO Il

RECONSTRUCCION  FILOGENETICA DEL  GENERO ENDEMICO
LEUCOCORYNE LINDL. (ALLIACEAE) Y SU CORRESPONDENCIA
BIOGEOGRAFICA CON LA ARIDIZACION DE LA ZONA MEDITERRANEA

ARIDA Y SEMIARIDA DE CHILE

RESUMEN

Leucocoryne Lindl. (Alliaceae) es un género endémico a Chile que habita
entre 20° y 37°S, concentrando su riqueza de especies en la zona Mediterranea
arida y semiarida (29° a 38°S). Se estudiaron 17 taxa, conformados por 14
especies, dos variedades y una afinidad. En este estudio se plantea que los
eventos de aridizacién, habrian provocado el origen y la alta diversificacion de los
taxa del género Leucocoryne a nivel de [a Zona Mediterranea Arida y Semiarida de
Chile y que habria influenciado en la ubicacion altitudinal del ancestro del género
en estudio. Adicionaimente, desde el punto de vista sistematico y por variabilidad
morfolégica a nivel de estambres entre los taxa del grupo en estudio, se cuestiona
la monofilia de! género Leucocoryne. Para resolver estas interrogantes se evalud
las relaciones filogenéticas de los taxa del genero Leucocoryne, utilizando datos
de secuencias de DNA plastidial (cpDNA) y DNA nuclear ribosomal (rDNA). Se
realizé6 una estimacién de tiempos de divergencia de los taxa utilizando reloj

molecular. Se determiné la posible ubicacién altitudinal (tierras bajas y altas) del




ancestro del género Leucocoryne. Los resultados determinaron que Leucocoryne
es un grupo monofilético, conformado por 17 taxa, que diverge de la familia
Alliaceae a inicios del Mioceno temprano. La primera divergencia dentro de
Leucocoryne corresponde a Mioceno superior (10.9 Ma) sugiriendo una
correspondencia entre las condiciones de aridez con la evolucion de estos taxa
con distribucién arida-semiérida. Tomando en cuenta toda la evidencia, la posible
ubicacién altitudinal del ancestro de Leucocoryne, corresponderia a un origen en
tierras bajas, que presentd dos focos de diversificacion, el linaje | (Mioceno
superior) colonizaria tierras altas asociado a la incipiente Cordillera de Los Andes,
separandose de los linajes II vy Il los cuales habrian evolucionado en el valle y

costa de Chile cenfro-norte.

INTRODUCCION

Las condiciones de aridez en la zona norte de Chile, especificamente en el
Desierto de Atacama (18° y 26°S) (Rech ef al. 2010) se retrotraen al Jurasico
superior (150 Ma) donde el escenario climatico era arido y semiarido producto de
condiciones atmosféricas asociadas a la rama descendente de la Celda de
Hadley, el efecto continentalidad y la presencia de aguas ascendentes frias
costeras generadas por la ancestral Corriente de Humboldt (Hartley et ai 2005). En
el Mioceno superior las condiciones de aridez fueron incrementadas, debido a ia
formacién de la Diagonal Arida de Sudamérica, la cual esta directamente
relacionada con el levantamiento andino, y se habria establecido durante el

Plioceno-Pleistoceno, constituyendo uno de los eventos mas significativos en la
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historia c{e la vegetacion del cono sur de Sudamérica (Schmithlisen 1956,
Hinojosa & Villagran 1997; Villagran & Hinojosa 1997). Aunque, ofros estudios
revelan que el levantamiento andino no seria el principal factor de la hiperaridez
del norte de Chile, pues este retrotrae hace 15 Ma (Alpers & Brimhall 1998,
Vandervoort et al 1995) o 10 Ma (Gregory-Wodzicki 2000). Lo cual se confrapone,
a dataciones de la transiciéon entre aridez/hiperaridez del Desierto de Atacama

(Garreaud et al. 2010), que ocurrid hace ~8 Ma (Tosdal et al. 1984, Garcia & Herail
2005, Farias et al. 2005, Riguelme et al. 2007), entre ~6 a 3 Ma (Hartley & Chong

2002 y Hartley 2003), o ~1.5 Ma (Reich et al. 2009).

En este estudio se plantea que los eventos de aridizacion habrian
provocado la alta especiacion de taxa con distribucidn en zonas aridas y que estos
taxa habrian estado sometidos a diferentes mecanismos de especiacion reductiva
(Mayr 1963, Wiley 1981) o aditiva (Mayr 1963, Wiley 1981). Como modelo de
estudio se utilizd el género endémico Leucocoryne, que presenta una alia
diversidad de especies y habita zonas aridas y semiéridas de Chile. Leucocoryne
Lindl., es un género endémico a Chile de 17 taxa, de la familia Alliaceae (Mufioz y
Moreira 2000) que se distribuye entre los 20° y 37°S de Chile, con una mayor
rigueza de taxa en la zona Mediterranea arida y semiarida (Z6eliner 1972, Navas
1973, Hoffmann 1978, Ravenna et al. 1998, Mufioz & Moreira 2000, Squeo et al.
2001, Mansur et al. 2002, datos de herbario 2008: HULS, HMNHN, HCON).
Altitudinalmente, presenta una distribucién que va desde los 0 a 2500 m.s.n.m.

comprendiendo dos rangos de distribucion: zona costera/ valle intermedio 0 a <
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1000 m. s. n. m., contiendo 16 taxa (94,12%) y zona occidental de la Cordillerana
de los Andes = 1000 m. s. n. m., con dos taxa (11,76%) hasta los 2500 m.s.n.m.

(Fig. 2.1).

En este estudio se pretende clarificar las relaciones filogenéticas entre los
taxa del género Leucocoryne y entre estos y algunos representantes de la familia
Alliaceae. Ademas, se plantea que (i) dado que L. dimorphopetala y L.
narcissoides presenta caracteres diferentes a nivel de estambres y estaminodios,
con respecto a los demdas taxa del género Leucocoryne, entonces el género
Leucocoryne no seria monofilético, (ii) el origen y la divergencia del género
Leucocoryne se asociarian directamente con la aridizacion de su habitat y (jii) la
ubicacién altitudinal del posible ancestro del género Leucocoryne es cordillerana
(> 1000 msnm). Para evaluar estas hipdtesis se utilizaron las siguientes
aproximaciones: (i) estimar las relaciones filogenéticas de los taxa del género
Leucocoryne, basado en datos de secuencias de cpDNA (regién trnF-trnL) y rDNA
(region ITS), (ii) estimacion de tiempos de divergencia de los taxa utilizando reloj
molecular, (iii) reconstruccion de la posible ubicacion altitudinal (tierras bajas:
costa/valle intermedio o altas: cordillera) del ancestro del genero Leucocoryne y

(iv) analisis de evidencia total con datos molecuiares, morfoldgicos y citogenéticos.

1, aff. vittata Rav. &s un taxa no reconccido formalmente pero descrito por Mufoz M {HMNHKN).
2 Revista Onira, publicacion personal de Ravenna.

3 Herbario personal de Ravenna prohibe 1a entrada. No acceso a ejemplares descritos por Ravenna. 40




METODOLOGIA
Seleccidn de los grupos interno y externo

Para conformar el grupo interno se recolectaron de cada uno de las 13 taxa
del género Leucocoryne dos individuos provenientes de dos poblaciones. En el
caso de L. conferta, L. pauciflora, L. aff. vittata, sblo se recolectaron muestras de
una localidad debido a que no se encontraron mas poblaciones en condiciones
naturales (Tabla 2.1). En este estudio los grupos externos fueron elegidos en base
a tres criterios: (i) presencia de bulbos tunicados, (ii} estudios morfolégicos que
determinan que Nothoscordum, Tristagma y Zoellnerallium son los géneros mas
cercanos a Leucocoryne (Zoellner 1972; Navas 1973; Hoffmann 1978; Ravenna et
al. 1998; Mufoz & Moreira 2000; Mansur et al 2002), y (iii} estudios filogenéticos
basados en el DNA plastidial (cpDNA) rbcl, que determinan que el grupo hermano
de la familia Alliaceae es la familia Amaryllidaceae (Janssen T & Bremer K (2004).
Por lo cual, los taxa seleccionados como grupo externo son especies de [a familia
Alliaceae (Miersia chilensis Lindl., Nothoscordum inodorum (Soland. ex Aiton)
Nichols., Nothoscordum bivalve (L.) Brition, Tristagma bivalve (Lindl.) Traub,
Tristagma nivale Poeppig, Zoellnerarium andinum (Poepp.) Crosa) y de [a familia
Amaryllidaceae (Phycella bicolor (Ruiz et Pav.) Herb. y Rhodophiala phycelloides
(Herb.) Hunz.) (Tabla 2.1). Los taxa analizados del género Leucocoryne fueron
identificados siguiendo los estudios taxondmicos para el género de Philippi 1857;
Zoéliner 1972; Ravenna 1973; Marticorena & Quezada 1985; Mufioz & Moreira

2000; Rahn 1998; Riedemann 2002; Mansur et al. 2002, Zuloaga et al. 2008, Para
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la recoleccion de las muestras de Leucocoryne se seleccionaron poblaciones
aisladas entre si (Tabla 2.1, Fig. 2.1). Debido a que los taxa de este género
presentan principalmenté reproduccién vegetativa por bulbillo (Z&ellner 1972,
Mansur et al. 2002) se recolectaron bulbos adultos que evidenciaron generacién
de escapo en la temporada de colecta (peso bulbo mayor a 0,3 gr., Kim et al.
1998) con una separaciéon minima enire ellos de 30 a 50 metros, que fueron
preservados en bolsas de papel en camara climatica a 25°C. El unico taxa no
recolectado en terreno fue L. talinensis (Mansur et al. 2002) del cual sélo se
obtuvieron semillas proporcionadas por Mauricio Cisterna (uno de los descriptores
.de la especie; Mansur & Cisterna 2005). Las muestras recolectadas se encuentran

depositadas en el herbario de la Universidad de La Serena (HULS).
Extraccién, amplificacién y secuenciacion de DNA

El DNA genémico fue extraido de muestras de tejido foliar, segdn
pratocolos establecidos para el Kit de extraccién de DNA Qiagen. Mediante la
técnica de reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) fue amplificada la zona del
DNA plastidial {cpDNA) ubicada en la region espaciadora trnL-F y una zona del
DNA nuclear ribosomal (rDNA) del espaciador transcriptor interno ITS. En el caso
de [a region irnL-F  se uiilizaron los  partidores tmlL-c  (5'-
CGAAATCGGTAGACGCTACG-3") (Taberlet et al. 1991) y f{nL-f (5
ATTTGAACTGGTGACACGAG-3") (Taberlet et al. 1991). Para ITS, se utilizaron
los partidores ITS1 (5-TCCGTGGTGAACCTGCGG-37) (White et al. 1990) e ITS4-

1 (5"-CCTCCGCCTTATTGATATG-3"} (White et al. 1990). La reacciéon de PCR se
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llevé a capo en un volumen final de 30 pL, el cual contiene 8 L de ADN (1 ng/ul),
10,1 pL de agua destilada, 3 pL de MgCl, (25 mM), 3 pL de buffer (10X PCR), 3 pL
de mezcla de dNTPs (1 mM), 1,2 ul. de cada partidor (10 uM) y 0,5 plL de Taqg
Polimerasa {(1U/uL). La amplificacién se ejecutd en un termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf). El DNA fue inicialmente desnaturalizado a 45 s a 97°C, se
corrieron 26 ciclos de amplificacion, que contemplan la etapa de desnaturalizacién
de 30 s a 96°C, alineamiento (annealing) de 30 s a 53°C, con cambios de
temperatura de 1 grado por segundo. La extensién o elongacion es de 2 min a
72°C y finaliza en 7 min a 72°C. Una vez terminado el proceso las muesiras se
mantuvieron a 10°C, hasta ser retiradas del termociclador. Los productos del PCR
se analizaron mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% y
tefiidos con Bromuro de Etidio (10 mg/mi) en buffer TAE al 1X. La electroforesis se
efectué a 80 Volts durante 60 minutos y se visualizaron las muestras en un
Transiluminador UV (Electronic). Las muestras fueron enviadas a purificar y

secuenciar a Macrogen (Corea).

Edicidén y alineacién de secuencias

Las secuencias de las dos hebras de DNA, para los analisis de cpDNA vy
rDNA, fueron editadas y alineadas en el programa BioEdit versidn 7.0 (Hall 1999) y
revisadas por inspeccion ocular y comparadas con los cromatogramas en cada par
de secuencia, para verificar la edicién y reemplazar las bases ambiguas en el

programa Chromas Pro 2.33 (2003-2008 Technelysium Pty Lid). Con el fin de




comprobar la correspondencia de las secuencias obtenidas de taxa vegetales del
mismo grupo de estudio o de grupos cercanos se realizaron “blast’ (comparacion
de similitud) para todas las secuencias en la pagina de “National Center for
Biotechnology Information” (hitp://www.ncbi.nim.nih.gov). Se utilizaron todos los
individuos recolectados para realizar los analisis filogenéticos, determinando
agrupaciones por taxa. En correspondencia a los resultados obtenidos, donde en
la topologias encontradas se agruparon todos los individuos de un taxon y
considerando el tiempo de ejecucion computacional de los andlisis, se selecciond
un individuo por taxa, el cual fue asignado como representante de cada taxon para
todos los andlisis realizados en este estudio. Adicionalmente, se evalud el indice
de saturaciéon en las secuencias. Para ello se comparo el indice de saturacién
esperado (asumiendo saturacidn) con el indice de saturacion observado en el

programa DAMBE4.5.27 (Xia et al. 2001).

Analisis filogenético

El analisis filogenético fue realizado mediante fres diferentes aproximaciones
algoritmicas: Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. En los
analisis de reconstruccion filogenética, los nucledtidos faltantes “gaps” en el
alineamiento no fueron considerados. Los analisis de Parsimonia fueron realizados
en el programa PAUP* version 4.0 (Swofford 2003). En todos los casos los
caracteres se trataron como no ordenados y se les asigné igual peso siguiendo a
Broughton et al. (2000). Las busquedas heuristicas fueron conducidas con el

algoritmo de “barrido de ramas” (branch-swapping) por biseccion y reconexion del
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arbol (“tree-bisection-reconection: TBR") con adicién aleatoria de taxa al arbol
inicial (100 réplicas). Para comprobar la robustez de cada nodo, se hizo un analisis
de bootstrap no paramétrico (Felsenstein 1985) con la exclusion de caracteres no
informativos usando 1000 réplicas, como estimativos de soporte (Efron et al.
1996), donde se consideré como un nodo bien soportado sobre un 75%. En los
analisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana se obtuvo inicialmente el
modelo de evolucién mas apropiado, este analisis se llevo a cabo en el programa
MrModeltest version 2.2 (Nylander 2004). Los andlisis de Maxima Verosimilitud
fueron realizados en PAUP* version 4.0 (Swofford 2003). Se realizé un bootstrap
no paramétrico de 500 replicas para estimar la robustez de la reconstruccion
filogenética. En ambos casos se considerd un nodo bien soportado por sobre 70%
de valor de bootstrap (Hillis & Bull 1993). El analisis de Inferencia Bayesiana fue
realizado en el programa MrBayes version 3.0B4 (Ronquist & Huelsenbeck 2003).
Cada simulacion de cadenas de Markov utilizande el método de Montecarlo
(MCMC) fue hecho por duplicado. Se corrieron 5.0 x 10° generaciones con cuatro
cadenas de Markov (una fria y tres calientes). Una vez estabilizados los valores de
probabilidad a posterior de la cadena de Markov, se descartaron las muestras
iniciales previas a la estabilizacion de la probabilidad (burn in= 2.0 x 10°
generaciones). A partir de este punto los arboles fueron muestreados cada 1000
generaciones. Se computd el consenso de mayoria (50%) incluyendo
componentes combinables e informacion sobre largo de las ramas, para todos los
arboles muestreados posterior a la estacionalidad de las busquedas. Para

determinar el soporte de los nodos, se realizd pruebas de credibilidad o
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probabilidad a posteriori, donde se consideroé un nodo bien soportado aquel que

tenfa sobre un valor de 95% (Ronquist & Huelsenbeck 2003).

Estimacién de los tiempos de divergencia

Las estimaciones de los tiempos de divergencia se calcularon asumiendo
Reloj Molecular. La calibracion se realiz6 a partir de la tasa evolufiva de otros taxa
vegetales herbaceos determinados en el estudio de Richardson et al. (2001b) para
los andlisis de rDNA de la regidn ITS (espaciador transcriptor interno) mediante
inferencia Bayesiana utilizando el programa Beast version 1.4.8 (Drummond &
Rambaut 2007). Esta medida se aplico debido a la falia de registros fosiles de taxa
del género Leucocoryne, pues es una bulbosa que degenera rapidamente.
Ademas, en registros polinicos no se ha logrado determinar taxonomicamente a
nivel de géneros y el tipo polinico Liliflorae corresponde a una asociacion amplia
de geodfitas (Maldonado & Villagran 2006). Adicionalmente, para cotejar los valores
obtenidos en cada nodo, se aplicé el método de Neighbor-joining, utilizando el
modelo nucleotidico de distancia p, este andlisis se realizd en el programa Mega
version 3.8., Kumar S et al. 2004). En ambos analisis de tiempo de divergencia
sélo se consideraron las secuencias obtenidas para los taxa del grupo interno y
externo de rDNA utilizando la regidn ITS. Esta dltima determinacion radica en la
escasa resolucién y bajos apoyos de bootstrap y credibilidad en los nodos

resueltos con cpDNA.
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Ubicacién altitudinal (tierras bajas o altas) del ancestro del género

Leucocoryne

Para poder determinar si el ancestro del género Leucocoryne habitaba
tierras bajas (costa/valle intermedio) o altas (cordillera), se realizé una
reconstruccion de los niveles de distribucién altitudinal para cada taxa. Para este
andlisis se utilizé la topologia generada en el andlisis de Parsimonia y el de
Maxima Verosimilitud y una matriz con los niveles de distribucion altitudinal de los
taxa. Los valores otorgados fueron binarios (0-1), siendo los 1000 m. s. n. m. el
limite altitudinal de corte para: (i) tierras bajas: litoral costero/valle intermedio (0 a
< 1000 m. s. n. m.) y (ii) tierras altas: cordillerano (= 1000 m. s.‘n. m.). L. conferta
es el tnico taxa que se ubica en ambas zonas, en este caso fue codificado como
incierto con un signo de interrogacién (?). Los valores asignados para la
distribucién altitudinal fueron: L. afliacea de distribucion cordillerana, L. conferta
distribucién ambigua y los 15 taxa restantes de distribucién de litoral costero/valle
intermedio. Se consideraron en este analisis todos los grupos internos utilizados
en los estudios filogenéticos, los cuales se distribuyen bajos los 1000 m. s. n. m.
en litoral costerofvalle intermedio, con excepcion de 7. nivale y Z. andinum que
habitan en zonas cordilleranas (> a 1000 m. s. n. m.). Este analisis se llevd a cabo

en el programa Mesquite 2.5 (Maddison & Maddison 2008)
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Anélisis de evidencia total

Se realizé un analisis de evidencia total con 19 caracteres morfolégicos con
que presentan baja variacion fenotipica (19) (nimero de flores, apertura floral,
horde lacinias, forma lacinias, longitud lacinias, ancho lacinias, numero de
estambres fértiles, nimero de estambres infértiles, posicién estambres fértiles,
posicién estambres infértiles, longitud del ovario, didmetro del ovario, longitud del
estilo, diametro del estilo, posicidén del gineceo, apice del estaminodio, longitud de
estambres, forma del estaminodio y longitud de la antera), citogenéticos (12)
(capitulo 1l de esta tesis) y moleculares. Previo al analisis simultaneo se realizé un
analisis de congruencia de los datos para evaluar su compatibilidad utilizando la
Prueba de Particion Homogénea (Farris et al. 1994). Los caracteres morfolégicos y
citogenéticos fueron categorizados mediante la metodologia de Thiele (1993), en
el programa MorphoCode 1.1 (Maddison et al. 1997). Posteriormente fueron
transformados de datos multiestados a datos binarios. Esta nueva matriz, con
datos binarios morfologicos y citogenéticos, se incorpord a la matriz de datos
moleculares y realizé un andlisis de Inferencia Bayesiana en el programa MrBayes
version 3.0B4 (Ronquist & Huelsenbeck 2003} con los mismos parametros
ocupados en el descrito analisis de Inferencia Bayesiana. Para poder determinar si
el analisis de evidencia total se ve afectado por incorporacion de homoplasia por
parte de caracteres citogenéticos y morfolégicos, se mapearon los 19 caracteres
morfolégicos y los 12 citogenéticos en el programa MacClade 4 (Maddison &
Maddison 2000) sobre la topologia generada en el analisis de Inferencia con rDNA

de la regién ITS.
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RESULTADOS

Secuencias

Se obtuvieron 785 caracteres nucleotidicos de rDNA para la region ITS y
839 de ¢cpDNA para la region trnL-F de todos los integrantes del grupo interno del
género Leucocoryne (17 taxa) (Tabla 2.1) y de ocho taxa representantes del grupo
externo pertenecientes-a la familia Alliaceae (M. chilensis, N. inodorum, N. bivalve,

T. bivalve, T. nivale y Z. andinum) y Amaryllidaceae (P. bicolory R. phycelloides).

Analisis filogenético

En los analisis de inferencia filogenética mediante el método de Parsimonia
para rDNA, se utilizaron 785 caracteres nucleotidicos, de los cuales 294 sitios
fueron informativos. Se evaluaron 516 arboles, se retuvieron 100 arboles con el
mismo valor de parsimonia y con una longitud de 517 pasos, con valores de indice
de consistencia (Cl) de 0,79 y el indice de homoplasia (Hl) de 0,21 y el indice de
retencion (RI) de 0,85 (Fig. 2.2). En el caso de los andlisis de inferencia
filogenética mediante el método de Parsimonia para cpDNA se utilizaron 838
caracteres nucleotidicos considerando grupo interno y externo, de los cuales 78
sitios fueron informativos. Se evaluaron 101 arboles, se retuvieron seis arboles
con el mismo valor de parsimonia y con una longitud de 101 pasos. Los valores de
indice de consistencia (CI) son 0,87 y del indice de homoplasia (Hl) 0,13 y del

indice de retencion (RI) 0,90. Los resultados con cpDNA, no fueron considerados
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en este documento debido a la escasa resolucion filogenética obtenida, lo cual no
tiene un aporte significativo en la resolucion de las problematicas planteadas. La
topologia obtenida con la regién ITS presenta alta resolucién y esta fuertemente
apoyada por los valores de bootstrap. Los andlisis de Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana, para ambas regiones en estudio (ITS y trnl.-F) utilizaron el
modelo de evolucion de secuencias de TrN+G, seleccionado como dptimo por el
criterio de informacién Akaike. Los resultados de ambos analisis no fueron
congruentes debido a la escasa resolucion y apoyo por los valores de bootstrap y
credibilidad respectivamente en la region trnL-F. En cambio en los analisis
mediante el método de Parsimonia (Fig. 2.2), Maxima Verosimilitud (Fig. 2.2) e
Inferencia Bayesiana con la region ITS (Fig. 2.3) se obtuvo congruencia en los
resultados, una buena resolucién y maximos valores de apoyo de los nodos. La
filogenia def género Leucocoryne, mostrd la existencia de tres grandes linajes: el
linaje | conformado por L. afliacea y L. conferfa, mientras que el linaje Il es
representado por los taxa L. dimorphopetala y L. narcissoides, ambos lingjes
corresponden a grupos hermanos del linaje lll. El linaje I, incluye a 13 taxa, el
cual se subdivide en dos linajes menores (A y B). El grupo “A” conformado por L.
vittata, L. aff. vittata, L. ixioides, L. odorata y L. paucifiora; y el grupo ‘B
compuesto por L. violacescens, L. purpurea, L. coquimbensis var. coquimbensis,
L. appendiculata, L. coquimbensis var. alba, L. macropetala, L. angustipetalay L.

talinensis (Fig. 2.3).
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Estimacién tiempos de divergencia

En el andlisis el método Neighbor-joining, se obtuvo un valor absoluto de
tiempo de divergencia en millones de afios (Ma) para todos los nodos. En los
andlisis con estadistica Bayesiana, se obtuvo el valor promedio de Ma vy
desviacidn estandar de cada nodo, dentro de los cuales, en la mayoria de los
casos, los resultados con Neighbor-joining estaban contenidos. Ademas, los
resultados obtenidos en ambos analisis son coherentes entre si, con excepcién de
un par de fechas donde los valores con el método Neighbor-joining, no son
contenidos por los valores promedios y sus desviaciones estandar obtenidos con
estadistica Bayesiana. Por lo tanto, en las comparaciones de eventos asociados a
las condiciones de aridez con los tiempos de divergencia de los taxa del género
Leucocoryne, sélo utilizaremos los determinados con estadistica Bayesiana. Los
resultados estiman que al interior de [a familia Alliaceae ocurren eventos de
separacion durante el Paledgeno (desde 30,95 * 6,12 Ma). La separacién de los
linajes al interior del género Leucocoryne ocurren en el Nedgeno: (a) separacion
de los linajes | y [l en el Mioceno superior (entre 10,9 + 2,62 y 7,45 £ 2,02 Ma
respectivamente), (b) diversificaciéon del linaje 11l ocurre en el Plioceno temprano
(3,75 = 1,10 Ma). Posteriormente el linaje ili diverge en los linajes “A y B”; siendo

en el Plioceno medio (2,7 + 0,85 Ma) la divergencia al interior del linaje “B” y en el

Pleistoceno (1,45 + 0,74 Ma) la divergencia al interior del linaje "A” (Fig. 2.4).
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Ubicacién altitudinal (tierras bajas o altas) del ancestro del género

Leucocoryne

El analisis de reconstruccion de caracteres en la topologia del analisis de
Maxima Verosimilitud, determiné que la posicién altitudinal del ancestro del grupo
monofilético Leucocoryne es ambigua, es decir, podria haber habitado tanto tierras
bajas (< 1000 m. s. n. m., costa/valle intermedio) como altas (= 1000 m. s. n. m,,
cordillerano). Sélo para el linaje | existe claridad en la posicion aliitudinal del
ancestro, el cual se ubica en tierras altas. En cambio en los 15 taxa restantes la
condicion es ambigua (Fig. 2.5a). Para el andlisis filogenético de Parsimonia (Fig.
2.5b) la posicion del ancestro del grupo monofilético Leucocoryne también es
ambigua, al igual que la posicién del ancesiro del linaje 1. Para las 15 taxa

restantes la posicion del ancestro es de tierras bajas.
Andlisis de evidencia total

La prueba de homogeneidad de particiones fue significativa tanto a nivel de
combinacién de genes (PAUP*: p= 0.01) entre rDNA/citogenéticos/morfolégicos
(PAUP*: p= 0.01) o entre cpDNA/citogenéticos/morfolégicos (PAUP™: p= 0.01) por
lo cual, no se pudieron realizar andlisis de evidencia total utilizando el método de
Parsimonia. El método de Inferencia Bayesiana no requiere la prueba de particion
homogénea para realizar andlisis de evidencia total con los tres tipos de

caracteres utilizados en este estudio (moleculares/citogenéticos/morfoldgicos). Los
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resultados obtenidos fueron congruentes con lo ya encontrado en los analisis
filogenético de los caracteres moleculares con rDNA. Al comparar la resolucion
encontrada entre los analisis individuales y los de evidencia total, no existe un
mayor aporte a la resolucion de [o ya encontrado en analisis molecular, solo existe
una disminucidn en los valores de soporte de algunos nodos, debido a la
incorporaciéon de homoplasia proveniente de datos citogenéticos y morfologicos
(Fig. 2.8). Los resultados del mapeo de caracteres morfolégicos y citogenéticos en
la filogenia de Leucocoryne con datos moleculares, mostrd que los caracteres
morfolagicos y citogenéticos aumentaron el nivel de homoplasia en la filogenia. En
efecto, solo existen cuatro caracteres no homopldsicos de los 31 analizados
(siendo estos apertura floral, el nimero de estambres fértiles, apice de los

estaminodios y forma del estaminodio) al interior del grupo de estudio.
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DISCUSION
Monofilia del género Leucocoryne

Después de realizado los estudios a nivel de rDNA, se determind que
Leucocoryne es un grupo monofilético (Fig. 2.2 y 2.3). La monofilia observada en
Leucocoryne se corresponde con las caracteristicas morfologicas y citogenéticas
que presenta con respecto todos los taxa ufilizados como grupo externo (M.
chilensis, N. inodorum, N. bivalve, T. bivalve, T. nivale, Z. andinum, P. bicolor y R.
phycelloides). Nuestro grupo en estudio presentan la sinapomorfia de tres
estambres infértiles denominados estaminodios (Philippi 1857; Zoé&llner 1972;
Ravenna 1973; Marticorena & Quezada 1985; Mufioz & Moreira 2000; Rahn 1998;
Riedemann 2002; Mansur et al. 2002) y nimeros cromosomicos diferentes a los
de los grupos externos (2n = 10 0 2n = 18) (Z&ellner 1972; Crosa 1988; Araneda et

al. 2004; Mansur & Cisterna 2005; capitulo Il de esta tesis).
Historia filogenética del género Leucocoryne

Los analisis filogenéticos (Fig. 2.3) revelan que la separacion de los taxa de

la familia Amaryllidaceae utilizados en este estudio, ocurrié en el Cretacico tardio
(87,55 + 23,30 Ma). Con respecto a los taxa utilizados en este estudio de [a familia
Alliaceae, se determind que en el Oligoceno tardio (30,95 + 6,12 Ma) Z. andinum,

el grupo hermano mas cercano a Leucocoryne, se separa de los demas géneros
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utilizados en este estudio de la familia Alliaceaea. Durante el periodo Eoceno —
Oligoceno el principal evento climatico a nivel global corresponde a la caida
abrupta de las temperaturas globales oceanicas producto del inicio de la glaciacion
Antartica (Zachos et al. 2001). La separacion del género Leucocoryne dentro de la
familia Alliaceae ocurre durante el Mioceno temprano (23,1 + 5.94 Ma) donde las
condiciones ambientales eran semiaridas. Al interior del género Leucocoryne, 10s
procesos de divergencia comienzan durante el Mioceno superior (entre 10,9 + 2,62
y 7,45 + 2,02 Ma) con la separacion de los linajes | y I1. La diversificacién del linaje
Ill ocurriria desde el Plioceno temprano (3,75 + 1,10 Ma), el cual se disocia en
linaje “A y B" en el Plioceno medio (2,7 + 0,85 Ma) y en el Pleistoceno (1,45 + 0,74

Ma) respectivamente (Fig. 2.4).

La divergencia del género Leucocoryne de la familia Alliaceae, y su
posterior diversificacion interna, se pueden relacionar con los cambios geologicos
y climaticos asociados al incremento de las condiciones de aridez en Chile centro-
norte y norte (Mioceno superior, alrededor 10 y 5 Ma) cuando los Andes
alcanzaron altitudes suficientes para generar un efectivo bloqueo a los vientos del
este y aumenta la vigorizacién de la corriente fria de Humboldt y del Anticiclon
Subtropical del Pacifico Sur (Garzione et al. 2008). Aunque, publicaciones
recientes postulan que el levantamiento andino no seria el factor preponderante de
las condiciones de aridez del norte de Chile (Garreaud et al 2010). Estos autores
sugieren que las condiciones de aridez de Chile norte/ central, estan asociadas

principalmente a la transicion entre aridez/hiperaridez del Desierto de Atacama,
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donde se han datado varios eventos de hiperaridez que no se corresponden con el

levantamiento andino: -8 Ma (Tosdal et al. 1984, Garcia & Herail 2005, Farias et
al. 2005, Riquelme et al. 2007), ~6 a 3 Ma (Hartley & Chong 2002, Hartley 2003) o

~1,5 Ma (Reich et al. 2009).

Actualmente las poblaciones del género en estudio, se distribuyen
principalmente disyuntas, lo que podria sugerir que las poblaciones ancestrales
habrian ocupado grandes extensiones territoriales, pero que las condiciones de
aridez/hiperaridez las habrian disgregado, conformando un patron de mosaico con
poblaciones aisladas. La alta diversidad de especies se relaciona con la
fragmentacion del habitat (Stebbins 1952, Lewis 1966, Axelrod 1972) o a
extinciones locales por seleccion catastrofica o subsistencia de organismos con
reorganizaciones cromosomicas diferentes a su parentales (Lewis 1962). Luego
de realizar esta investigacion, es posible sugerir que los posibles mecanismos de

especiacion ocurridos en Leucocoryne son especiacion aditiva y reductiva.

Ubicacién altitudinal (tierras bajas o altas) del ancestro del género

Leucocoryne

El posible origen altitudinal (tierras bajas o altas) del ancestro del grupo
monofilético Leucocoryne es ambigua (Fig. 2.5 a y b). El ancestro del género
Leucocoryne podria haber habitado: (i} tierras bajas y que al incremento de la

aridizacién durante el Mioceno superior (10.9 Ma), se habria refugiado en tierras
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altas, tal como se describe para taxa del género Chaethanthera (Hershkovitz ef al.
2006). Se ha postulado que estos taxa se refugiaron en tierras altas, por ser un
habitat donde existe menor estrés hidrico, debido a una disminucion de la
evapotranspiracion como resultado de épocas de crecimiento de menor duracion
y menores temperaturas (Kérner 1999). La segunda posibilidad (i) corresponderia
a un ancestro habitando tierras altas desde sus inicios y que por disturbios
ambientales y ecolagicos ocurridos entre el Plioceno-Pleistoceno (Schmithiisen
1956:; Simpson 1983; Arroyo et al. 1988; Hinojosa y Villagran 1997; Villagran &
Hinojosa 1997; Gregory-Wodzicki 2000; Irigoyen et al. 2000; Hartley & Chong
2002; Giambiagi 2003; Hartley 2003; Farias et al. 2005) se habria producido una
colonizacién de nuevos ambientes en direccion cordillera a costa, provocando
especiacion local. Ambas hip6tesis aparecen menos parsimoniosas debido al
mayor nimerc de pasos que debiese seguir la evolucion de Leucocoryne para dar
cuenta de la elevada diversificacion en la costa del género. Una tercera hipdtesis
(i) plantea que el ancestro habitaba tierras bajas y que en el escenario de
levantamiento andino, ocurren dos fo_cos de diversificacion en los taxa del género
Leucocoryne, en la cual asociaria al linaje | (Mioceno superior) con el
levantamiento de la incipiente Cordillera de Los Andes de los Linajes Il y lll los
cuales habrian evolucionado en el valle y costa de Chile ceniro-norte. Al
contrastar las hipétesis planteadas con los resultados obtenidos, se puede
determinar que lo mas parsimonioso es que los taxa que habitaban tierras bajas,
se diociaran en dos focos de diversificacién, dejando aisladas a las poblaciones de

tierras altas con respecto a las de tierras bajas.
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taxa del género Leucocoryne. Los valores de bootstrap para el analisis de
Parsimonia y Maxima Verosimilitud se muestran sobre cada nodo en orden
respectivo. Los nGmeros romanos representan los fres principales linajes del
geénero Leucocoryne (I, 11y llI). La letra A y B, muestran los linajes dentro del linaje

lll. Lineas negras muestran el grupo externo y gris el grupo interno.
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Los

valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan
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nodos < a 0.9 de soporte. Los niimeros romanos representan los tres principales

linajes del género Leucocoryne (i, Il y lll}. La letra A y B, muestran los li

najes

dentro del linaje Ill. Lineas negras muestran el grupo externo y gris el grupo

inferno.
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L. allfacea
|

L. conferta

L. dimorphopetala
1@ fmorphop

it

L. narcissoides

L. appendiculata
L. purpurea
L. tafinensis
*
B

L. violacescens

ok

s e - COQUimbensis var. coquimbensis
o —

L. coquimbensis var, alba
— L. 3NGUStpetala
11 oL _
L. macropetala ]
‘A

e m—
L. ixioides
PP

L. foetida

* § Lmem————— | paucifiora

L. vittata

5
1

L. aff. Vitiata

T. bivalve

Figura 2.6. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana, basado en evidencia total
para 17 taxa del género Leucocoryne. Los valores de credibilidad se muestran
sobre cada nodo; los asteriscos representan nodos < a 0.9 de soporte. Los
nimeros romanos representan los tres principales linajes del género Leucocoryne
(I, Il y ). La letra A y B, muestran los linajes dentro del lingje lll. Lineas negras

muestran el grupo externo y gris el grupo interno.
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CAPITULO Il

CITOGENETICA COMPARADA EN EL GENERO ENDEMICO DE CHILE

LEUCOCORYNE Lindl. (ALLIACEAE)

RESUMEN

Leucocoryne Lindl. {(Alliaceae) es un género endémico a Chile que se
distribuye desde los 20° a los 37°S, con la mayor riqueza en la zona Mediterranea
arida y semiarida (29° a 38°S). En este estudio se consideraron 17 taxa del género
Leucocoryne, conformadas por 14 especies, dos variedades y una afinidad. El
objetivo de este trabajo es describir la morfologia cariotipica de las 17 taxa
considerados del género. Los resultados determinaron que los taxa se subdividian
en dos grupos correspondientes a sus numeros cromosomicos 2n = 18 y 2n = 10.
Al interior de ambos grupos existe uniformidad en la morfologia cariotipica de los
taxa, con dos pares de cromosomas que presentan el centromero en la region
terminal o subterminal (t- st} y los restantes con el centrémero en la region media
(m). La dnica excepcion es L. dimorphopetala, que posee un par cromosémico con
el centrémero en [a regién subterminal (st) y ocho con el centrémero en la regién
media (m). Los resultados obtenidos en el analisis de correlacidon entre niveles de
asimetria intracromosémica (A4} e intercromosomica (Az) determinan la existencia
de dos grupos, que se corresponden con los asociados al nimero cromosomico y

a la longitud cromosomica relativa. Adicionalmente, el grupo con n = 5 duplica en
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longitud cromosomica relativa total (LCRT%) al grupo con n = 9. La evidencia
citogenética aqui presentada y basada en andlisis cuantitativos de morfologia de
los cariotipos, sugiere que durante la evolucion cromosdmica de Leucocoryne
habrfa ocurrido duplicaciéon gendmica (poliploidizacion) en formas ancestrales de
los taxa 2n = 10 para asi dar origen al grupc 2n = 18. Tal duplicaciéon genémica
seria adicional a la ocurrencia de re-arreglos cromosémicos que habrian generado
cambios en la arquitectura nuclear tendiendo a un predominio de la metacéntrica

(0 simetria) cromosémica.
INTRODUCCION

La historia taxondmica del género Leucocoryne en la flora chilena se inicia
con Hooker (1823), quien describe el espécimen tipo denominandolo Brodiaea,
pero fue Lindley (1830) quien lo nombra por primera vez como Leucocoryne.
Desde 1823 a la fecha, varios autores han discutido la taxonomia de los taxa que
conforman el género (Hooker & Arnott 1841, Gay 1853, Philippi 1857, Philippi
1860, Fuentes 1945, Uphof 1947, Mufioz 1960, Mufioz 1966, Zoéllner 1972,
Ravenna 1973, 1978, 2000, Marticorena & Quezada 1985, Grau 1991, Rahn 1998,
Mufioz & Moreira 2000, Riedemann 2002, Mansur et al. 2002, Mansur & Cisterna
2005, Zuloaga et al. 2008). Actualmente el numero de taxa reconocido para el
género varia entre 12 y 47 taxa (Philippi 1857, Zoéllner 1972, Ravenna 1973,
Marticorena & Quezada 1985, Mufioz & Moreira 2000, Rahn 1998, Riedemann
2002, Mansur et al. 2002, Mansur & Cisterna 2005, Zuloaga et al. 2008). Los

}
problemas en la caracterizacién de taxa del género Leucocoryne, se relaciona
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principaimente con la gran variacion morfoldgica a nivel intra e interpoblacional, y
alto nivel de hibridacién, que ha llevado a varios autores a reconocer taxa que en
la actualidad no son validos (Mufioz & Moreira 2000, Mansur et al. 2002). Para
este trabajo se consideraron 17 taxa, abarcando 14 especies (L. alliacea Miers ex
Lindl, L. angustipetala Gay, L. appendiculata Phil., L. conferta Zoéliner, L.
dimorphopetala (Gay) Rav., L. ixioides (Hook) Lindl., L. macropetala Phil., L.
narcissoides Phil,, L. odorata Lindl.,, L. paucifiora Phil., L. purpurea Gay, L.
talinensis Mansur, L. violacescens Phil. y L. vittala Rav.*), dos variedades (L.
coquimbensis F. Phil var. coquimbensis, L. coquimbensis F. Phil. var. alba
Zogllner) y una afinidad (L. aff. vittata Rav.!). Se descartaron del estudio seis taxa
por ser sinonimias de otros taxa (L. gayi, L. montana, L. oxipetala, L. foetida, L.
incrassata y L. connivens) y no fueron considerados 31 taxa publicados en
Zuloaga et al. 2008, todos descritos por Ravenna y publicados en Onira® (revista
personal de P. Ravenna) enire el 2000 y 2004. L. volkmanni, es el tnico no
descrito por Ravenna. Los ejemplares de estos taxa no se encuentran disponibles
en herbarios nacionales® (HULS, HMNHN y HCONC) y su ubicacién no esta
claramente descrita.

Leucocoryne Lindl. es un género endémico a Chile, que pertenece al grupo
de las Monocotyledoneae, al orden Liliales de la familia Alliaceae (Mufioz y
Moreira 2000) que se distribuye entre los 20° y 37°S de Chile, con una mayor
rigueza de taxa en la zona Mediterranea arida y semiarida de la Regiones
administrativas de Coquimbo, con 14 taxa (82,35%), Valparaiso, con siete taxa
(41,18%) y Metropolitana, con cinco taxa (29,41%) (Zéellner 1972, Navas 1973,

Hoffmann 1978, Ravenna et al. 1998, Mufioz & Moreira 2000, Squeo et al. 2001,

'L, aff, vittata Rav. es un taxa no reconocido fanmalmente pero descrite en Mufioz M (HMNHN).

2 Revista Onira, publicacién personal de Ravenna, 82
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Mansur et al. 2002, datos de herbario 2008: HULS, HMNHN, HCON).
Altitudinalmente, Leucocoryne se distribuye entre los 0 a 2500 m. s. n. m. (Fig.
3.1). Este género presenta serios problemas taxonémicos, cuya resolucién ha sido
compleja dadas las ambigiedades existentes entre las propuestas, las que se han
basado en diferentes criterios de clasificacion morfolégica. Sin embargo, a la
fecha, no se han propuesto caracteres complementarios (i. e. cromosomicos,
moleculares) que permitan ampliar los criterios de clasificacion. En la actualidad,
solo se dispone de antecedentes cromosomicos para 10 especies: L. allfacea, L.
angustipetala, L. odorata, L. purpurea, L. coquimbensis var. alba, L. coquimbensis
var. coquimbensis, L. ixioides, L. narcissoides, L. talinensis y L. violascecens
(Z6ellner 1972, Crosa 1988, Araneda et al. 2004, Mansur & Cisterna 2005) que
representa el 58% de los taxa consideraros en este estudio. Sin embargo, las
interpretaciones taxonémicas derivadas de ello son incompletas. Con el objetivo
de aportar caracteres adicionales a la morfologia clasicamente utilizada para ia
clasificacion de las especies del género Leucocoryne, en este trabajo se describe

la morfologia cariotipica de 17 taxa del género.
METODOLOGIA
Material de estudio
Se recolectaron muestras de dos poblaciones de 13 taxa del genero

L eucocoryne ubicados en localidades aisladas entre si. En el caso de L. conferta,

L. pauciflora, L. aff. vittata, s6lo se colectaron muestras de una localidad debido a
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que no se encontraron mas poblaciones en condiciones naturales (Tabla 3.1, Fig.
3.1). El Onico taxa no colectado en terreno fue L. talinensis del cual sélo se
obtuvieron semillas proporcionadas por Mauricio Cisterna®. Debido a que los taxa
de este género presentan principaimente reproduccion vegetativa por bulbillo
(Zéellner 1972, Mansur et al. 2002) se recolectaron bulbos adultos. que
evidenciaron generacion de escapo en la temporada de colecta (peso bulbo mayor
a 0,30 gr., Kim et al. 1998) con una separaciéon minima entre ellos de 30 a 30
metros. Todas las muestras fueron preservadas en bolsas de papel en camara
climatica a 25°C. Ademds, se incorporaron como grupo externo muestras de dos
especies de la familia Alliaceae: Zoellnerarium andinum (Lindl.) Traub y Tristagma
bivalve (Lindl.) Traub. Segln estudios moleculares recientes de la zona de DNA
plastidial (region trnF-trnl, Taberlet et al. 1991) y DNA nuclear ribosomal (region
ITS, White et al. 1990) descritos en el capitulo Il de esta tesis, estos taxa
pertenecen a los géneros filogenéticamente mas cercanos a Leucocoryne. Los
taxa analizados para el género fueron identificados siguiendo las descripciones
taxondémicas de Philippi (1857), Zoéliner (1972), Ravenna (1973), Marticorena &
Quezada (1985), Mufoz & Moreira (2000), Rahn (1998), Riedemann (2002),

Mansur et al. (2002) y Zuloaga et al. 2008.

Analisis citogenético

Se obtuvieron meristemas radiculares de todos los taxa de Leucocoryne y
de los dos taxa usados como grupo externo. Sélo se utilizaron semillas en el caso

de L. talinensis. Los meristemas radiculares fueron pretratados con colchicina ai

* Semillas entragadas por Cisterna M {coautar de trabajo de L. talinensis Mansur & Cisterna 2005)
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0,05% (p/v) por 6 horas, a 25°C, fijados-en etanol-acido acético glacial (3:1 viv) a
4°C, por 24 horas, almacenados en etanol 70% (v/v) a 4°C v tefiidos mediante la
reaccion de Feulgen (Feulgen & Rossenberck 1924). Los cromosomas
metafasicos se obtuvieron por aplastados de los meristemas radiculares. Las
imagenes de las placas matafasicas se capturaron con un video-microscopio
(Nikon Eclipse 400) conectado a un computador MS DOS mediante el programa
Image-Pro Plus 4.0 (Media Cybemetics 1998). Se midieron entre cinco y 12 placas
metafasicas utilizando el programa MicroMeasure 3.3 (Reeves 2001). En base a la
posicién del centromero, se determind la longitud del brazo largo y del brazo corto
de cada par cromosémico. Las mediciones fueron expresadas como porcentaje de
la longitud total del juego cromosémico haploide. Con estos valores se obtuvo la
morfologia cariotipica y se confeccionaron los cariotipos de acuerdo a las
categorias cromosdmicas propuestas por Levan et al. (1964). Se calcularon y
graficaron los indices de asimetria infracromosémica (A1) e intercromosomica (Az)
propuestas por Romero-Zarco (1986), se calculd ia longitud cromosdmica relativa
total (LCRT%). Adicicnalmente, se determinaron diferencias entre taxa, a nivel de
longitud relativa de cada par cromosoémicos, por medio de analisis de varianza de
una via de Kruskal-Wallis {(no paramétrico) y criterio de Bonferroni. Para los pares
con diferencias significativas (p < 0,05) se ufilizé la prueba de comparaciones

mltiples (a posteriori) de Dunn's (SigmaStat 3.1, Hilbe 2005).
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RESULTADOS

Los estudios citogenéticos realizados en los taxa del género Leucocoryne,
determinaron la existencia de dos grupos que presentan numeros cromosomicos
de 2n = 18 y 2n = 10 respectivamente (Tabla 3.2 y 3.3). Los taxa con juego
cromosomico haploide n = 9 son: L. alfiacea, L. appendictlata, L. coquimbensis
var. coquimbensis, L. coquimbensis var. alba, L. dimorphopetala, L. ixioides, L.
narcissoides, L. odorata, L. pauciflora, L. talinensis y L. violacescens. Los.taxa con
juego cromosoémico haploide n = 5 son: L. angustipetala, L. conferta, L.
macropetala, L. purpurea, L. vittata y L. aff. viftata. Existe uniformidad en la
moriologia cromosomica para todos los taxa estudiados, con dos pares de
cromosomas con el ceniromero en la regién terminal o subterminal (t-st) y las
restantes con el cenfromero en la regién media (m). Una excepcion es L.
dimorphopetala que posee un cromosoma con el centrdmero en la regién
subterminal (st) y ocho con el centrémero en la parte media (m), es decir el par
ocho es un cromosoma metacentrico y no telocéntrico o subtelocéntrico como en
el resto de los taxa de Leucocoryne (Tabla 3.2 y 3.3). La correlacion entre niveles
de asimetria intracromosomal (A) e intercromosomal (Az) es consistente con los
dos grupos asociados a los nimeros cromosémicos encontrados para los taxa del
genero: taxa con 2n = 18 (grupo A) y taxa con 2n = 10 (grupo B) (Fig. 3.2). Para
determinar si estas diferencias entre grupo A y B son significativas se realizé un
analisis de varianza multivariado (MANOVA) de una via, utilizando la prueba de
Wilks. Los resultados determinaron que existen diferencias significativas enire

grupos, con valores de Lambda Wilks = 0,22305, F (2, 151) = 262,98, p=0,00.
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Adiciona!rpente con los promedios de los valores relativos de brazo largo y brazo
corto se construyé un cario-ideograma, donde se revela el mismo patrén
encontrado en [a grafica de asimetria cromosdmica, que demuestran que los
grupos de 2n = 18 y 2n = 10 presentan diferentes longitudes relativas de brazos
(con valores de Lambda Wilks = 0,00001, F (2, 14) = 1032004, p=0,00) (Fig. 3.3).
Al comparar los taxa del género Leucocoryne con respecto a los grupos externos
se observa una gran diferencia entre ellos principalmente determinada por la
longitud cromosdmica relativa total (LCRT%). Los analisis de asimetria A1 y Az
para fodos los taxa del género Leucocoryne son mostrados en la Tabla 3.2. El
taxon con mayor asimetria cromosémica para el grupo de 2n = 10 es L. conferia y
para el grupo de 2n = 18 son L. appendicufata y L. narcissoides. La LCRT% (Tabla
3.2) para todos los taxa de juego cromosémico haploide n = 8 es de 11.15 = 0.01
% y para el juego cromosomico haploide n = 5 es de 20.02 £ 0.01%. Al comparar
la LCRT% entre pares cromosdmicos de cada taxa, reveld que no existen
diferencias significativas entre ellos. Solo se encontraron diferencias entre par 1, 2
y 5 para set haploide = 5 (Tabla 3.4 a); y entre el par 2, 8 y 9 para set haploide = 9

(Tabla 3.4 b)

DISCUSION

En este trabajo se describe por primera vez la morfologia cariotipica de L.
appendiculata, L. conferta, L. dimorphopetala, L. macropefala, L. paucifioray L. aff.
vittata. El resultado de este trabajo confirma el nimero cromosdmico previamente

descrito para L. angustipetala, L. coquimbensis var. coquimbensis, L. ixioides, L.
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purpurea, L. falinensis y L. violacescens (Z&ellner 1972, Crosa 1988, Araneda et
al. 2004, Mansur & Cisterna 2005). En el caso de L. alfiacea (2n = 10 (Crosa
1988)), L. coquimbensis var. alba (2n = 14 (Araneda et al. 2004)) y L. odorata (2n
=10 (Crosa 1988) no existen correspondencias con lo encontrado en este trabajo.
Todos estos taxa presentan valores de 2n = 18. La discrepancia puede estar
_relacionada con la identificacion incorrecta del material colectado y/o recoleccion
de individuos de origen hibrido, que presentan caracteristicas muy semejantes a la
de los taxa tipo, por ejemplo Moreno y colaboradores (en preparacion) describe la
presencia de hibridos entre L. coquimbensis var. coquimbensis y L. purpurea,
donde los hibridos tienen nimeros cromosémicos intermedios (2n = 14, 16, 22 y
23) y su fenotipo es semejante a ambos parentales. La posibilidad de hibridacion
entre taxa perienecientes al género Leucocoryne también fue propuesto por Salas
& Mansur (2004) que determinan formacion de hibridos de origen interespecifico.
De igual manera, hibridacion entre especies es mencionada para el género
Nothoscordum (Crosa 1974). La hibridacion es un fendmeno comin en muchos
grupos de plantas siendo entre el 50 y 80% de las angiospermas de origen hibrido

(Heiser 1949).

Los resultados muestran semejanza en la morfologia cariotipica para
ambos grupos asociados al niimero cromosémico (n = 9 y n = 5), donde todos los
taxa presentan dos pares de cromosomas con el centrémero en [a regidén terminal
o subterminal (t-st) y los restantes con el centromero en [a regién media (m), con
excepcion de L. dimorphopetala, donde el par cromosomico nimero ocho presenta

el centromero en la region media, quedando entonces, sélo un par cromosémico
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con el centrdmero en la regién subterminal y ocho con el centrémero en la regién
media. Las relaciones observadas en [os indices de asimetria para el género (Fig.
3.2) se relacionan directamente con el nimero cromosémico y con la LCRT% de
los taxa. Lo cual es confirmado al observar el cario-ideograma, donde se relevan
diferencias significativas entre la longitud relativa promedio de los brazos
cromosdmicos con respecto al valor del juego cromosémico. Estas diferencias
observadas entre la LCRT% podrian estar relacionadas con el contenido de DNA
nuclear y no con la morfologia cariotipica de cada taxon analizado, pues aunque L.
dimorphopetala no presenta una semejanza en la morfologia cariotipica con los
demas taxa del género Leucocoryne, el valor de LCRT% no difiere del grupo a la
que esta incluida del juego cromosomico haploide de n = 9. Esté inferencia puede
ser apoyada por estudios de Martinez & Ginzo (1985) quien sugiere que el
aumento del contenido de DNA esta relacionado con el incremento del tamafio
cromosaomico. En estudios del género Tradescantia (Commelinaceae) la regresion
entre el contenido de DNA y el tamaio cromesomico es significativa y positiva, de
igual forma, Buitendijk & Ramanna (1996) y Sanso (2002) describen una relacion
entre variacion de la longitud cromosdmica en especies del género Alsiroemeria
(Alstroemeriaceae) con incrementos en contenido de DNA nuclear, sin estar

relacionado significativamente con la morfologia cariotipica.

La evidencia citogenética aqui presentada y basada en andlisis
cuantitativos de morfologia de los cariotipos, sugiere que posiblemente durante la
evolucidn cromosomica de Leucocoryne habria ocurride duplicacién gendmica

(poliploidizacion) en formas ancestrales de los taxa 2n = 10 para asi dar origen al
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grupo 2n = 18. Tal duplicacién gendmica seria adicional a la ocurrencia de- re-
arreglos cromosomicos que habrian generado cambios en la arquitectura nuclear
tendiendo a un predominio de la metacentria (o simetria) cromosdmica. Para
poder comprobar estas hipbiesis se pretenden desarrollar nuevos andlisis de
caracter especificos como bandas C y zonas NOR, que permitiran clarificar con

mayor cerieza las relaciones entre taxa.
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Figura 3.1. Distribucion geografica de 17 taxa del género Leucocoryne.
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® [ alliacea A L. narcissoides
@ L. angustipetala ® L odorata
v L appendiculata @ L. paucifiora
v L. conferta ® L purpurea
B L. coquimbensis © L. iwalinensis
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€ L dimorphoperala v L. vittata
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A L. macropetala Z. andinum (Za)
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Figura 3.2. Correlacion enire indice de asimetria intracromosomal (A{) e
intercromosomal (A2) de los taxa del género Leucocoryne (Alliacea). A: taxa con
juego cromosdmico haploide n = 9, y B: taxa con juego cromosdmico hapioide de

n = 5. Grupo externo: Tb: Tristagma bivalve, Za: Zoellnerarium andinum.
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Figura 3.3. Cario-ideograma de 17 taxa del género Leucocoryne (Alliaceae). A:
taxa con juego cromosémico haploide n = 9, y B: taxa con juego cromosémico
haploide de n = 5. Cromosomas con el centrdmero en la regién: t: terminal, st:

subterminal, sm: submedia y m: media.
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Tabla 3.3. Caracteristicas cromosémicas y cariotipo de los taxa del género

Leucocoryhe. Pc: par cromosdmico, PC: posicion del centrémero, LBL%: longitud

relativa brazo largo, LBC%: longitud relativa brazo corto y IC%: indice relativo

centromerico.

Taxa con juego cromosdémico hapléide n = 9.

L. alliacea Miers ex LindL

o
Q

PC

LBL%

LBC%

IC%

woe~ 0 N

3333333

[
==

7.30+£0.40
6.71x0.41
8.16 £ 0.27
6.21+0.48
6.14+£0.26
5.79+0.25
5.86 + 0.45
7.46 £0.45
6.51£0.25

6.90+0.20
6.00 £ 0.27
562+0.17
5.44 £0.27
522+0.10
5.05+0.29
4.57 £0.21
1.34 £0.20
1.72+0.28

0.49 £ 0.01
0.47 £0.02
0.48 £ 0.01
0.47 £0.03
0.46 £0.02
0.47 +0.02
0.44 +0.03
0.15£0.03
0.21 £0.04

u

M)

2 3

e

L. appendiculata Phil.

Pc

PC

LBL%

LBC%

1C%

W o ~NDH Bk WN S

#3332333

wn
—

8.82 £ 0.50
7.31+0.45
6.71£0.27
5.99 £ 0.14
5.88 £0.43
552+0.28
5.39%0.38
7.16 £ 0.64
6.13 £ 0.50

6.84 £ 0.82
5.94 £0.37
555 +0.28
554 +0.28
507028
5.05+% 022
4.81+£0.27
1.20+£0.16
1.08 +£0.32

0.35+0.14
0.37£0.16
0.36 £0.17
0.38+0.18
0.37£0.18
0.38x£0.19
0.38£0.19
0.13+0.03
0.13£0.05

\\I]Zh}}})shj

(i
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L. coquimbensis var. coquimbensis F. Phil.

Pc

PC

LBL%

LBC%

IC%

O W~ ®OHhnh b DN A

~®€3333333

7.90 £ 0.01
8.79 £ 0.02
6.58 +£ 0.02
6.28 £ 0.01
6.13+0.02
5.57 + 0.01
565+0.03
7.50x0.04
7.19+ 0.01

7.06 £0.04
5.32 +0.01
537 +0.03
527+0.02
517 +0.03
516 £ 0.1
4.86 £ 0.04
122+ 0.03
0.99 £ 0.01

047 £0.01
0.44 £0.02
0.45x0.01
0.46 £0.04
0.46 £0.02
0.48 £0.03
0.46 £ 0.05
0.14 £0.01
0.12 20.03

TAKDIMenn
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L. coquimbensis var. alba Zoéllner

Pc

PC

- LBL%

LBC%

IC%

0o~ ;m -

33333313

28

7.56 + 0.45
6.53 + 0.49
6.31 £ 0.38
6.08 + 0.31
5.81 £ 0.30
5.64 + 0.47
5.99 + 0.80
6.85 £ 0.27
6.70 +0.78

697 £0.25
6.04 +0.51
5.75+0.32
5.31+£0.27
5.07 £0.20
4.96 £0.17
447 +£0.74
2.39+0.52
1.56 £ 0.46

0.48 £0.02
0.48 £ 0.01
0.48 £0.02
0.47 £ 0.02
0.47 £0.02
0.47 £0.02
0.43£0.06
0.26 +0.05
0.19:+0.04

MOk

1 2 3

L. dimorphopetaia (Gay) Rav.

Pc

PC

LBL%

LBC%

IC%

O 0o~ O0N hWN=

3333233813

[72]
-

7.85 £0.64
7.40 + 0.67
6.63 £ 0.40
6.17 £0.23
565z 0.15
5.51+0.28
541x0.12
483£0.186
6.07 £ 0,67

6.68 £ 0.84
5.98 £0.26
578 +£0.19
571 £0.19
535+0.20
499018
473026
4.30+0.38
0.95£0.17

0.46 +0.03
0.45£0.02
047 +£0.02
0.48 £ 0.01
0.49 % 0.01
0.48+0.02
0.47 £ 0.01
0.47 £0.02
0.14+0.03

lndwm

L. ixioides (Hook) Lindl.

Pc

PC

LBL%

LBC%

IC%

W~ e WN =

3333333

24

7.48 = 0.61
6.84 £ 0.65
8.77 £ 0.52
5.98 £0.22
6.11£0.13
5.69 £0.37
577 £0.15
7.05 +0.82
8.72 + 0.41

6.82 £ 0.68
5.81 £ 0.42
545%0.29
518x0.14
4.87 £0.42
4.71+£0.26
448 £ 0.31
262+0.20
1.64 +0.80

0.48 +0.02
0.46 £ 0.02
0.45£0.02
0.46 £ 0.02
0.44 £ 0.02
0.45+0.03
0.44 + 0.04
027 £0.10
0.19£0.08

\l) Alipe

L. narcissoides Phil.

Pc

PC

LBL%

LBC%

1C%

1

Ww o~ 00 kLN

m

333333

- e

826043

7.45+0.46
7.15+0.48
8.14+£0.48
5.84 +£0.48
544 £0.49
519£0.48
6.45+0.14
6.85 £ 0.07

613
0.32

6.47 £0.24
6.02 £ 0.28
574 £ 0.46
549 £ 0.35
514 +0.12
473046
1.01 £ 0.02
0.50 +0.01

0.43x£0.02

0.46 £ 0.01
0.46 £ 0.02
0.48 £ 0.02
0.48 % 0.02
0.49 = 0.01
0.48 £0.03
0.14 £0.01
0.07 £0.01

AT
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L. odorata Lindl.

Pc

PC

" LBL%

LBC%

IC%

W0 oo~ kNN -

~=3 333333

7.86 £ 0.56
7.00+0.74
6.43+0.36
6.12 £ 0.31
6.06 £ 0.30
5,67 +0.25
594 +1.00
8.19 % 0.61
6.95+0.46

6.74 + 0.49
5.81£0.40
563 £0.42
5.32+£0.33
5.07£0.35
496028
4,63 £0.29
0.94 +0.27
0.89 £0.14

0.38+0.18
0.36 £ 0.17
0.36£0.18
0.36+0.18
0.35%0.18
0.37 +0.19
0.34£0.18
0.11+£0.02
0.09 +0.02

Qua TNy

L. paucifiora Phil.

Pc

PC

LBL%

LBC%

1C%

W oo~NO b WN S

2433333313

7.88 £ 0.63
6.34 £ 0.27
6.54 = 0.31
6.34 £0.20
6.46 +0.32
5.92+0.13
5.52 £ 0.36
7.47 +0.66
6.62+ 0.53

6.83 £0.52
5.50 £ 0.35
525+0.22
5.34£ 048
5.00 = 0.31
5.38%0.18
4.85+0.30
1.21£0.45
1.42 £ 0.32

0.46 +0.00
0.46 £0.02
0.45 £ 0.02
0.46 + 0.03
0.44 £0.03
0.48 £ 0.01
0.47 +0.02
0.14 £ 0.06
0.18 £ 0.04

I ?'h

1

)\(—n

L. talinensis Mansur

Pc

PC

LBL%

LBC%

1C%

W oo~ OO AR WN =

3333333

~— e

8.15 £ 0.07
7.74+1.44
6.61£0.98
594 +0.40
6.99 + 1.71
579+0.05
590 + 1.58
7.39 +0.58
6.85 £ 0.41

697 £0.87
6.00 £0.26
556 +0.23
513+0.26
4.86x0.29
452 x0.73
3.73+£1.39
1.00£0.13
0.89 £ 0.69

0.46 +0.03
0.45 £ 0.04
0.48 £ 0.04
0.46 +0.01
0.42 % 0.07
0.45 £ 0.04
0451 0.15
0.12x0.02
0.10+£0.06

ANl

L. violacescens Phil.

Pc

PC

LBL%

LBC%

IC%

WO~ NN

3333333

2 g

7.84 £0.64
6.79 £ 0.35
6.45 +0.39
6.11 £ 0.38
6.09 £ 0.34
6.04 +0.81
6.78  1.11
6.12+0.77
6.07 +1.06

7.01£0.37
6.11 £0.50
5.64£0.20
5.35 + 0.31
5.12 £ 0.26
472+ 0.38
4,086 +0.82
212071
1.60 £ 0.48

0.47 +£0.02
0.47 £0.02
0.47 + 0.01
0.47 £0.03
0.46 £ 0.02
0.44 £0.04
0.38£0.08
0.25+0.08
0.21 £0.07

WNHI

1 2
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Taxa con juego cromosoémico hapléide n = 5.

L. angustipetala Gay

Pc PC LBL% LBC% iIC%

1 m 1251057 1143037 0481001

2 m 1204+045  1050+032 0.47 £0.01

3 m  11.14:084 9.87+071 0472003 " ' '

4 st 1457+089 258+047 0.15%002

5 st 1356:074 195+030 013002 1 5 3 4 5
L. conferta Zoéliner

Pc PC LBL% LBC% IC%

1 m 13.64+051 1238+ 053 0.48 £ 0.01

2 m 12523083  11.27:046 047002

3 m 11.77:062  1042+033 0.47£0.02

4 st 1566134 062+020 0.04+0.01 ” )‘ I)

5 st 9.80+099 1.92+026 016002

i 2 3 4 5

L. macropetala Phil.

Pc PC LBL% LBC% IC%

1 m 1246031 1153+£0.41 0.48 +0.01

2 m 12033025 10601066 0.47+0.02

3 m 11333069 966%052 046002 j 7

4 st 1437:021 2644064 0.15+003

5 st 1323075 245+0.36 0.14:0.02 1 2 3 4 5
L. purpurea Gay

Pc PC LBL% LBC% 1C%

1 m 1270121 1113+050 0.42£005

2 m 11.85:056  1014+058 038004

3 m 11392035  1001:031 039006 | ' .

4 st 1636039 048+0.13 0.37+024

5 t 1400080 184+050 033%0.18 1 z 3 4 3
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L. vittata Rav.

Pec PC ' LBL% LBC% IC%
1 m 1226%058 10.86+0.76 0.47 £0.02 ’
2 m 11.85+043 1046 £0.31  0.47 £0.01 \ '
3 m 1158075  10.15:050 047 £002 i i ' )I‘
4 st 13.86:074 347:088 0.20%003
5 st 13241045 227+021  0.15+0.01 2 3 4 s
L. aff. vitfata Rav.
Pc PC LBL% LBC% 1C%
1 m 1292+033 1184068 0.46+0.03
2 m 1200031 10.82+0.46 0.5+ 0,03
3 m 11.39:050  10.36+028 0.45%005 ) ‘ " ' \
4 st 1390:046 223:0.37 025:0.16
5 st 1287082 210039 025:0.15 I 2 3 4 s

“ 2
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio se planteé que los eventos de aridizacion del Sur de
Sudamérica, y mas especificamente en el lado oeste de la Cordillera de los Andes
en Chile central y norte, habrian provocado el origen y diversificacion de taxa del
género Leucocoryne que se distribuyen en las zonas aridas y semiaridas de Chile
centro-norte y norte. El desarrollo de la aridizacién de Sudameérica y posteriores
glaciaciones durante el Terciario superior y Pleistoceno se habrian traducido en
una mayor heterogeneidad ambiental, resultando en condiciones propicias para la
especiacion y la diversificacién de taxa con distribucién en regiones aridas y
semiaridas. Como modelo de estudio de la evoluciéon vegetal en estas zonas, se
analizaron las relaciones filogenéticas, basadas en datos moleculares y de
evidencia total {(moleculares, citogenéticos y morfologicos) de 17 taxa del género
Leucocoryne Lindl. Para determinar si los principales eventos de diversificacion se
asociaron con el tiempo de aridizacion de la zona donde habita el género en
estudio, se estimaron los tiempos de divergencia de los linajes a través de reloj
molecular. Complementariamente se determind la posible posiciéon altitudinal
(tierras bajas o altas) del ancestro del género Leucocoryne, con el objeto de

precisar las tendencias geogréaficas en la radiacién del género.

Para obtener mayores luces sobre los procesos que gatiliaron Ia

especiacién en Leucocoryne, adicionalmente, se realizaron estudios citogeneticos

109




que permitieron identificar la presencia de hibridos o poliploides entre los 17 taxa
del género Leucocoryne estudiados. Esta determinacion se efectué debido a que
en Leucocoryne ha sido descrito la presencia de hibridacién entre especies o
poliploidia (Moreno et al. preparacion, Salas & Mansur 2004) lo cual podria alterar
los resultados en los analisis filogenéticos con caracteres moleculares de existir

evolucion reticulada.

Finalmente, se examindé la monofilia del grupo debido a diferencias
morfolégicas a nivel de caracteres florales entre L. dimorphopetala y L.

narcissoides y las 15 taxa restantes del género.

A partir de la reconstruccién filogenética del género Leucocoryne se
sometieron a refutacién las siguiente hipétesis: (i) dado que L. dimorphopetala y L.
narcissoides presenta caracteres diferentes a nivel de estambres y estaminodios,
con respecto a los demas taxa del género Leucocoryne, entonces el género
Leucocoryne no seria monofilético, (ii) el origen y la divergencia del género
Leucocoryne se asociarian directamente con la aridizacion de su habitat y (iii) la
ubicacién altitudinal del posible ancesiro del género Leucocoryne es cordillerana

(> 1000 msnm).

A continuacion se discuten los principales resultados y conclusiones

obtenidos en esta tesis;

» Monofilia del género Leucocoryne
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Los estudios moleculares a nivel de rDNA, determinaron que Leucocoryne
es un grupo monofilético (Fig. 4.1) que presenta el caracter sinapomorfico de tres
estambres infértiles denominados estaminodios (Philippi 1857; Zoéliner 1972;
Ravenna 1973; Marticorena & Quezada 1985; Murfioz & Moreira 2000; Rahn 1998;
Riedemann 2002; Mansur et al. 2002) y nimeros cromosomicos diferentes a los
de los grupos externos (2n = 10 o 2n = 18) (Z&ellner 1972; Crosa 1988; Araneda et
al. 2004; Mansur & Cisterna 2005; capitulo 1l de esta tesis). Por lo tanto, estos
resultados nos revelan que los caracteres morfolégicos divergentes (seis
estambres fértiles y ftres estaminodios engrosados) que presentan L.
dimorphopetala y L. narcissoides, que han provocado que muchos autores
excluyan a ambas taxa del género Leucocoryne, no son de valor relevante en
analisis ciiogenéticos y moleculares. Vale la pena reflexionar sobre el uso los
caracteres florales en la taxonomia. Estos han sido utilizados extensivamente por
lo taxénomos porque se consideran caracteres poco expuestos a modificaciones
medioambientales y menos susceptibles a una variacion plastica (Stebbins 1950).
El hecho que la posicion y fertilidad de los estambres, no fueron caracteres
discriminante a nivel de andlisis citogenéticos y moleculares en el geénero
Leucocoryne, estaria indicando que estas caracteristicas florales en particular, si
estan sujetas a cambios evolutivos rapidos, y que la morfologia floral, considerado
desde la época de Linneo, como una fuente de caracteres muy conservadora que
permitia discriminar entre taxa, no siempre seria un buen indicador. Al respecto,

Hernandez y colaboradores (1996) han documentado la existencia de diferencias
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a nivel de nimero de estambres en dos poblaciones de Drimys winteri, que
habitan zonas contiguas. Ellos atribuyen a esta diferencia a seleccidn natural, que
actia sobre la variabilidad natural de las poblaciones, seleccionando a los
genotipos mejor adaptados al medio local (Stebbins 1950, Heslop-Harrison 1864,
Millanao 1984). Dado que este cambio ocurrié entre poblaciones de la misma
especie, y analogamente, entre especies que actualmente se consideran como
especies de Leucocoryne, se puede concluir que un cambio en el ndmero de

estambres es un paso evolutiamente relativamente simple.

o Historia filogenética del género Leucocoryne

Los andlisis filogenéticos (Fig. 4.2, 4.3) revelan que el género Leucocoryne
diverge dentro de la familia Alliaceae durante el Mioceno temprano (23,1 £ 5.94
Ma). La diversificacién al interior de Leucocoryne comenzaria durante el Mioceno
superior (entre 10,9 + 2,62 y 7,45 + 2,02 Ma) con la separacion de los linajes | y |l.
La diversificacién del linaje lll ocurre en el Plioceno temprano (3,75 £ 1,10 Ma)
seguido por la divergencia de los linajes “A y B”, siendo en el Plioceno medio (2,7
+ 0,85 Ma) la divergencia en el linaje “B” y en el Pleistoceno (1,45 + 0,74 Ma} y la
divergencia al interior del linaje “A” (Fig. 4.3). Luego de obtener los tiempos de
origen de cada linaje, cabe examinar si la evoiucion del género Leucocoryne tiene
relacion directa con los cambios geoldgicos y climaticos asociados al desarrollo de

las condiciones de aridez en Chile centro-norte y norte. De acuerdo con los
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antecedentes, la aridizacién de la zona se debe a una combinacién de factores
que han tenido distintas dotaciones a lo fargo del tiempo. Se piensa que los inicios
del clima éarido se retrotrae al menos al Mioceno superior (alrededor 10 y 5 Ma)
cuando los Andes alcanzaron altitudes suficientes para generar un efectivo
bloqueo a los vientos del este y aumenta la vigorizacion de la corriente fria de
Humboldt y del Anticiclon Subtropical del Pacifico Sur (Garzione et al. 2008). Este
conclusién estaria corroborado por registros marinos que muestran que las
temperaturas globales empiezan a descender aproximadamente a los 15 Ma
(Zachos et al. 2001). Sin embargo, a este escenario general hay que agregar los
antecedentes que dice relacién con la transicién entre aridez/hiperaridez del
Desierto de Atacama. Estudios recientes revelan que el levantamienio andino fue
sélo uno de los factores y no el preponderante en gestar esta transicion, y que
dicha transicién ocurri6 mucho mas recientemente que el levantamiento de los
Andes. Al respecto, estudios sobre diferentes factores ocurridos en el Desierto de
Atacama, revelan que la transicién entre aridez/hiperridez presentan fechas
posteriores al levantamiento andino. Por ejemplo, estudios de niveles de
sedimentacion producto de un descenso de las precipitaciones, revelan que esta
condicion de hiperaridez ocurrié hace -8 Ma (Tosdal et al. 1984, Garcia & Herail
2005, Farias et al. 2005, Riquelme et al. 2007). Hartley & Chong 2002 y Hartley

2003, determinan que la hiperaridez tiene un inicio mas reciente, entre -6 a 3 Ma.

Mientras Reich et al. (2009) postula, a raiz del anélisis de depositos de cobre en el
Precordillera y regién costera a los 23°S, que la hiperaridez del Desierto de

Atacama se impuso tan recientemente como 1,5 Ma. Si bien, el levantamiento
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andino provoco la aridizacion inicial, la hiperaridez en el norte de Chile, no seria
directamerite un producto del levantamiento andino. Independientemente de las
gltimas causas del desarrollo del clima hiperarida, nuestros resultados indican una
correspondencia notable con el calendario de aridizacion y la radiacion de
Leucocoryne. Para el Mioceno superior se produce la primera divergencia dentro
de Leucocoryne (10.9 Ma) implicando que ésta ocurrié poco tiempo después de ia-
insercion inicial del clima arido. Por otra parte, hubo la separacion y diversificacion
de varias linajes de Leucoryne en el periodo correspondiente a la transicion
aridez/hiperaridez. En particular, observamos correspondencias en: (a) los linajes
iy [l (7,45 + 2,02 Ma / datacién ~8 Ma), (b) divergencia de los linajes Ay B” (3,75
+ 1,10 Ma / datacién -6 a 3 Ma), (¢) divergencia al interior del linaje “B" (2,7 £ 0,85
Ma / datacion -6 a 3 Ma) y, (d) al interior del linaje “A” (1,45 = 0,74 Ma / datacion
-1,5 Ma). Entonces se puede concluir, que la diversificacion de los taxa que

habitan Ja zona costera y valle intermedio del género Leucocoryne, tiene una
relacion estrecha con la serie de eventos que culminé en el nivel de aridez actual

que se cbserva en el area de estudio.

El periodo de divergencia de Leucocoryne corresponde con Ia
diversificacion de otros géneros asociados a clima arido en Chile, como son el
caso de (i) Chuquiraga, en donde mediante estudios cladisticos entre 31
caracteres morfoldgicos, se determind que el origen del género fue en el sur de
Ameérica del Sur, contemplando dos principales radiaciones evolutivas que

estuvieron asociadas a la elevacién maxima de Los Andes a fines del Terciario y a
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la hiperaridizacién y fluctuaciones climaticas dei Pleistoceno y Holoceno (Ezcurra
2002), (i) Malesherbiaceae, en donde estudios de rDNA utilizando la regién [TS,
muestran que la familia se originé en el Mioceno tardio o Plioceno temprano,
cuando la regién donde habita (Chile central y zona adyacente Argentina y costa
del Peri desde la zona litoral hasta los 3770 m. s. n. m.) se volvid
permanentemente arida (Gengler-Nowak 2002), (iii) Chaetanthera, en donde
estudios de rDNA utilizando la regién ITS, determinaron que el ancestro habito
tierras bajas y que al iniciarse la aridizacién y el aumento de las temperaturas en
el Mioceno-Plioceno, se habria refugiade en tierras altas (Hershkovitz et al.
2008a), (iv) Tropaeolum seccién Chilensia, en donde estudios de rDNA de la
region ITS, muestran que la divergencia de este grupo se asocia a la aridizacion
de su entorno en el Mioceno medio (Hershkovitz et al. 2006b), (v) Heliotropium
seccién Cochranea, a partir de datos de cpDNA y rDNA determinan que diverge
entre el Mioceno-Plioceno (Luebert & Wen 2008), (vi) Schizanthus, a partir de
cpDNA y rDNA, diverge en el Plioceno (P_érez et al 2006) y (vii) otros géneros,
donde se utilizd regiones de cpDNA vy rDNA, como Nolana (Tu et al. 2007),
Gypothamnium (Luebert et al. 2009) y Oxyphyllum (Luebert et al. 2009) aunque no
consideran estimaciones del tiempo de divergencia, se asocia su divergencia a

aridizacion de sus habitat.

Es interesante destacar ademas, que el tiempo de origen y el patrén de
diversificacion en Leucoryne son similares a lo ocurrido en varios géneros de
plantas en la costa occidental de Sudafrica donde, en forma paralela, se desarrollé

un clima arido. En el caso de Sudafrica, la separacién de la Antariica de
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Sudamérica permitié la formacion de la Corriente fria de Benguela (tal como
ocurrié en el caso del Corriente de Humboldt) que se dirige al norte por la costa
oeste de Africa, provocando alrededor de los 11 a 14 Ma atras aridizacion en las
regién de Cabo en Sudafrica (Axelrod & Raven 1978, Kennett 1980). Ejemplos de
taxa que divergen en asociaciones con la aridizacién son: (i) Phylica, -en donde
estudios de rDNA utilizando la regién ITS revelan que el género se origind entre 12
a 15 Ma, ocurriendo una rapida diversificacién al interior del grupo entre los 7 u 8
Ma (Richardson et al. 2001), y (i) Ehrharta, en donde el analisis de rDNA (region
ITS) y cpDNA (regi6n trnL-F) muestra que presenta una rapida radiacion entre 9,8
- 8,7 Ma (Verboom et al. 2003) Recientemente Klak y colaboradores (2004) han
descrito para Sudafrica, la maxima tasa de especiacion considerando plantas y
animales. El grupo Aizoaceae, es una suculenta que representa el 1,6 de las
especies endémicas de Sudafrica (40% de [a flora de Sudafrica es endémica) con
una diversificacién rapida y reciente entre 3,8 a 8,7 Ma, con tasas de
diversificacién entre 0,77 a 1,75 especies por Ma. Esta tasa de diversificacion es
considerada a la fecha, la mas alta dentro de plantas y animaies. En plantas, las
familias de angiospermas presentan tasas de diversificacién entre 0,12 y 0,39
especies por Ma (Eriksson & Bremer 1992), en el orden de angiospermas un
maximo de 0,76 especies por Ma (Magallén et al. 2001) o en especies de las islas
Hawaianas entre 0,56 + 0,17 especies por Ma (Baldwin & Sanderson 1998). En
Sudameérica el género Astragalus, presenta tasas de sustitucion que varia entre
2.01 + 0.07 a 2.07 + 0.14 especies por Ma (Scherson et al. 2008). En animales las

_ tasas de diversificaciéon son para hexapodos de 0,05 especies por Ma (Mayhew
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2002), caballos del Ne6geno 0,5 a 1,4 especies por Ma (Hulbert 1893), o
drosophilidios de las islas Hawaianas 1,21 especies por Ma (McCune 1997). En
Australia, también existen eventos de divergencia a nivel de flora asociada con
condiciones de aridez. Tal es el caso de Gnaphalieae, donde la divergencia
masiva se corresponde con aumentos de la aridizacién en el continente
australiano en el Mioceno (Bayer et al. 2002).

Un aspecto notable en el género Leucocoryne es la tendencia para grandes
disyunciones entre las poblaciones de [a misma especie. Esta tendencia se
manifiesta especiaimente en las 13 taxa del linaje Ill, especialmente en L.
apendiculata, L. narcissoides, L. dimorphopetala, L. viftata, L. macropetala y L.
conferta. Lo anterior sugiere, que éstas especies de Leucocoryne podrian haber
ocupado extensiones territoriales mas continuas en el pasado, pero que por
intensificacién de la aridez, se disgregaron, generando un patrén disyunto de
pequefias poblaciones. La situacién que se observa actualmente dentro de estas
especies nos ayuda entender los procesos de especiacion que subyacen los
patrones de diversificacién reflejados en [a filogenia del género. Varios autores
sostienen que la alta diversidad de especies en las zonas aridas se relaciona con
la fragmentacién del habitat debido a limitaciones de humedad, diversidad local del
terreno y tipo de suelo (Stebbins 1952, Lewis 1966, Axelrod 1972). Lewis (1962)
propone que la alta diversidad de especies en zonas aridas se debe a la extincion
local de las poblaciones con sobrevivencia de ciertos individuos por un proceso
que &l denominé “seleccion catastrofica”, seguido por su posterior aislamiento

reproductivo. La seleccion catastréfica se trata de la subsistencia de poblaciones
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con una reorganizacién cromosomica diferente a la de sus parentales. La alta
divergencia de los taxa del linaje Il de Leucocoryne, por ejemplo, podria deberse
a factores asociados a la variacién de las condiciones de aridez en ia zona litoral.
Los posibles mecanismos de especiacion, que estarian interactuando en este
escenario, son: (a) especiacién alopatrica, por heterogeneidad ambiental, dejando
un patrén poblacional de parches o mosaico. Lo anterior habria impidio el flujo
génico, favoreciendo la evolucion independiente de las poblaciones. Ei flujo génico
entre poblaciones, habria disminuido principalmente, por falta de regeneracion de
nuevos individuos producto de cruzamientos interpoblacionales, debido a que sus
semillas no lograrian germinar pues estas requieren altos niveles de humedad
(Jara-Arancio et al. 2006) y por que las poblaciones no podrian haber recuperado
su forma continua, debido a que la compactacion del suelo arido disminuiria la
reproduccién vegetativa, (b) especiacion peripatrica, donde pequefios grupos
colonizaron nuevos territorios, y posteriormente quedaban aislados de ta poblacion
de origen, debido a ia aridizacion de las zonas de contacto, las que impidieron el
flujo génico entre poblaciones. En ambos casos, se plantea que luego de formarse
este mosaico poblacional, asociado a condiciones de aridez, se generaron
extinciones locales que redujeron significativamente el nimero de poblaciones
disyuntas. Esta reduccion, se puede deber principalmente a que las poblaciones
disyuntas presentaban pocos individuos, lo cual, las dejaba muy vulnerables a
cuellos de botella por incrementos de la aridez, favoreciendo la accion de la deriva

génica y del efecto antrépico.
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Un factor relevante en la dinamica de especiacién en Leucocoryne es el
efecto del Oscilacién del Sur El Nifio “ENSO”, en la zona costera. El Nifio,
aparecié alrededor 3 Ma (Federov et al. 2006, Ravelo et al. 2004) precisamente
cuando se registra una diversificacion notable de especies del género
Leucocoryne en el desierto costero. En los afios Nifia se disminuyen las
precipitaciones, en tanto que se aumenta la nubosidad costera. Por lo contrario,
los afios Nifio se asocian a aumentos de precipitaciones y disminucion drastica de
las condiciones de nubosidad costera, y por ende, de humedad. Los afios Nifia
favorecerian la permanecia de poblaciones que viven en zonas donde se acumula
abundante humedad, producto de la condensacién de la nubosidad costera. En
contraste, los afios Nifio tenderian a favorecer los cuellos de botella producto de la
disminucién de la humedad costera en ambientes ya hiperaridos. Cabe destacar
que hoy dia, este proceso esta siendo intensificado por el efecto antropico, lo cual
tiene en serio peligro de extincion varios taxa del género, destacando a L.

talinensis, si es que ya no ha sido extinguida en forma natural.

La condicion de aridez, no es el Gnico factor que podria estar influenciando
la especiacion de los taxa de linaje Il de Leucocoryne. Podemos citar otros
factores como: (a) especiacién reductiva, producto de la generacion de hibridos a
nivel interespecifico (entre cruces de algunas de taxa de Leucocoryne) o
intergenérico (Leuicocoryne con Tristagama) observados por Moreno et al.
(preparacion) y Salas & Mansur 2004. Moreno et al. (en preparacién) ha descrito
que posterior a Ia formacién de hibridos entre L. coquimbensis y L. purpurea, la

descendencia hibrida logra sobrevivir mediante propagacion vegetativa por
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bulbillos, formando sectores de enjambre hibrido en las zonas de contacto de
ambas especies parentales, (b) especiacion aditiva, donde se consideraran los
siguientes mecanismos de especiacion: (i) especiacion simpatrica a nivel de
reproduccién asexuada (clones). Varios autores han descrito que el principal
mecanismos de propagacion dentro de los taxa del género Leucocoryne es
vegetativa mediante formacién de bulbillos (Zdellner 1972, Ravenna et al. 1998,
Mufioz & Moreira 2000, Mansur 2004). Este proceso, favorece la formacion de
clones idénticos a su parental de origen sin variabilidad genética entre ellos e
impide el flujo génico entre poblaciones. Entre los taxa estudiados, la propagacion
sexuada se ve significativamente disminuida por la falta de condiciones de
humedad necesarias para la germinacién de sus semillas (Jara-Arancio et al.
2008), vy (i) especiacion simpatrica asociada a la poliploidia. Para el genero en
estudio, se ha descriio la existencia de poliploides, con reorganizaciones
cromosomicas diferentes a la de sus progenitores (Moreno et al. preparacion,
Salas & Mansur 2004). Este fenomeno genera altos niveles de aislamiento
reproductivo postcigoto con sus progenitores, generando en estas cruzas

individuos no viables (Kéhler et al. 2009).

¢ Ubicacién altitudinal (tierras bajas o altas) del ancestro del género

Leucocoryne

El origen altitudinal (tierras bajas o aitas) del ancestro del grupo monofilético
Leucocoryne resulté ambiguo (Fig. 4.4 a y b). Teniendo en cuenta la ya conocida

temprana divergencia del género Leucocoryne, es decir con una cordillera que atn
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no habria alcanzado mayores alturas, y tomando en cuenta las distribuciones
actuales de las especies del género, resultdé mas parsimonioso concluir que el
ancestro habitaba tierras de baja altura. Producto del gradual aumento en la altura
de la cordillera y procesos afines, y sus efectos en el clima regional, se ha
propuesto que se habrian producido dos focos de diversificacion: (a) el linaje |
(Mioceno superior) se habria refugiado en tierras altas para escapar de las
condiciones de aridez. En lugares de altura, existe menor estrés hidrico, debido a
una disminucién de la evapotranspiracién como resultado de epocas de
crecimiento de menor duracion y menores temperaturas (Korner 1999) y (b) los
linajes Il y Ill mas recierites, habrian diversificado en el desierto costero, donde las
condiciones de nubosidad costera determinan mayor humedad, de modo analogo
a lugares de mayor altura en los Andes. Como regla general, se propone que este
patrén estaria tipico en taxa de la flora de Chile distribuidos principaimente en el
Norte Chico y Norte Grande del pais. De hecho, se observa nitidamente en
Chaetanthera y Malesherbiaceae donde hay linajes que han colonizado los Andes,

y otros relegados a la franja costera.

+ Filogenia molecular y citogenética

En los resultados citogenéticos a nivel de numero cromosomico se
esperaba encontrar linajes con 2n = 18 y 2n = 10, lo cual sélo se corrobora en
alguno de ellos (Fig. 4.5, 4.6). En el caso de conversién de nimero cromosomico
de 2n = 10 a 2n = 18, se postula una hiptiesis sobre la evolucion cromosémica,

que sugiere que habria ocurrido duplicacién gendmica (poliploidizacion) en formas
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ancestrales de taxa 2n = 10 para .asi dar origen al grupc 2n = 18. Tal duplicacion
gendmica seria adicional a la ocurrencia de re-arreglos cromosémicos que habrian
generado cambios en la arquitectura nuclear tendiendo a un predominio de la

metacentria (o simetria) cromosdmica.

La duplicacién cromosémica que postulamos es mediante alopoliploidia,
donde se habrian formado hibridos entre taxa diferentes y posterior a ello el
hibrido duplicaria sus cromosomas. Esta alopoliploidia permitiria obtener
individuos con mayor vigor hibrido, otorgando propiedades de valor adaptativo
(Grant 1989). Hay que recalcar que los taxa de Leucocoryne se reproducen
principalmente mediante reproduccion vegetativa via [a produccion de bulbillos, lo
cual favoreceria el estabilizacion de los hibridos. Darlington (1965) postula que la
propagacion vegetativa favorece la supervivencia de individuos poliploides. Segln
Gustafsson (1946) la reproduccion clonal reduce la recombinacion genetica, pero
facilita en especies longevas, que producen muchos clones, la posibilidad de
reproduccién cruzada intraclonal, o cual, eventualmente podria dar origen a
semillas que formen derivados alopoliploides fértiles. Con la informacion que
disponemos de los andlisis cromosomicos obtenidos en esta tesis, es imposible
comprobar nuestros postulados, y determinar con seguridad si el paso de 2n = 10
a 2n = 18 es una duplicacion con posterior reorganizacion cromosomica. Es
necesario desarrollar nuevos andlisis de caracter especificos como bandas C y
zonas NOR, que permitiran clarificar con mayor certeza las relaciones
cromosomicas entre taxa y hacer pruebas de fertilidad a los hibridos naturales. No

obstante, un aspecto no esperado en nuesiros resultados es la distribucion de las
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18

dotaciones cromosémicas en la filogenia. Las especies con 2n = 10 y 2n

estan repartidos en varios linajes, lo que sugiere mdltiples apariciones de 2n = 18.
Sin embargo, es necesario desarrollar nuevos analisis de caracter especificos que

permitiran clarificar con mayor certeza las relaciones cromosomicas entre taxa.

e L. coquimbensis var. alba y L. aff. vitfata se pueden considerar como

nuevas especies para el género Leucocoryne?

Antes de remitirnos a la problematica plateada a nivel de L. coquimbensis
var. alba y L. aff. vittata, hay que considerar algunas definiciones de especie: (i)
especie taxondmica: un grupos de individuos morfologicamente similares
consistentes y persistentemente distintos y distinguibles por medios ordinarios
(Cronquist 1978), (ii) especie bioldgica; un sistema de poblaciones naturales que
pueden entrecruzarse y estdn reproductivamente aisladas de otros grupos
(Dobzhansky 1937), y (iii) especie evolutiva; un linaje con relacion ancestro
descendiente que evoluciona separadamente de otros (Simpson 1951). Wiley
(1978) sostiene que una especie evolutiva es un linaje de poblaciones de

organismos, el cual mantienen su identidad en el proceso de la evolucion.

Para dar mayores luces a este problema en el caso de los dos taxa
mencionados, se realizé un andlisis de agrupamiento y componentes principales
(PCA) con los 19 caracteres morfologicos estudiados. Se construyo una matriz de
datos con los valores promedios para cada taxa. En el analisis de agrupamiento se

utilizé la distancia Euclidiana como la medida de la diferencia enfre los taxa
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estudiado§ y se aplicd el algoritmo UPGMA para construir un fenograma de
similitud. El patrén de agrupamiento se validé mediante un procedimiento de
aleatorizacion para definir los grupos estadisticamente significativos. El proceso de
aleatorizacion, consistid en reasignar al azar los valores observados de las
variables estandarizadas (remuestreo sin reemplazo) y con ello se recalculd la
mafriz de distancia Euclideana. El procedimiento se repitio 1000 veces y se
construyd un histograma con todos los valores de distancias Euclideanas
recalculado. Se estimé la distancia Euclidiana minima esperada por azar como el
percentil 5% de la distribucion. Este valor se consideré como la distancia critica o
linea de corte para determinar los grupos estadisticamente significativos. En el
analisis PCA se graficaron los primeros dos componentes y se calculd el
porcentaje de la varianza total. El PCA (Fig. 4.7a) muestra que los tres primeros
factores explican la mayor parte de la varianza total (58,8%), con valores de
25,2%, 20,5% y 13,1% respectivamente. El Eje 1, separa dos grandes grupos (A y
B). El grupo A se subdivide en dos en el Eje 2. En el analisis de agrupamiento
(Fig. 4.7b) se observan resultados semejantes con los encontrados en PCA. Si
nos centramos en los taxa de interés, podemos observar que fanto en los analisis
de L. coquimbensis var. alba con L. coquimbensis var. coquimbensis y en los de L.
vittata con [. aff. viftata, sus distribuciones se encuenfra enire l0s rangos de
separacién de otras taxa avaladas taxondmicamente como especies (Fig. 4.8 ay
b). Lo cual, revela que a nivel de caracteres morfolégicos los taxa de interés,
presentarian caracteristicas morfologicas lo suficientemente discrepantes para ser

considerados especies diferentes y no afinidades o variedades.
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Entonces si consideramos las definiciones de especies a nivel taxonomico,
biolégico y evolutiva y las contrastamos con los resultados obtenidos de diferentes
analisis y lo descrito en literatura sobre los taxa del género Leucocoryne, podemos
determinar lo siguiente para cada definicion de especie: (i) especie taxonomica, si
contrastamos. esta definicién con las caracteristicas morfolégicas propias de L.
coquimbensis var. alba y L. aff. viftata, podemos determinar que ambas taxa
presentan caracteres morfoldgicos diferentes a los demas taxa del género
Leucocoryne a nivel de forma y coloracién. Estas caracteristicas les permiten
diferenciarse morfologicamente de las demas especies del género en estudio, (i)
especie bioldgica, si asumimos que una especie biolégica es aquella que no forma
hibridos interespecificos, porque esta aislada reproductivamente de otros taxa,
entonces los datos obtenidos por Moreno et al. (en preparacién) y Salas y Mansur
(2004) estarian reflejando que muchos de los taxa establecidos como especies
actuales no serian especies, pues existirian recombinaciones interespecificas (Fig.
4.9). Aunque, la hibridacién es un fenémeno comun en muchos grupos de plantas
siendo entre el 50% y 80% de las angiospermas de origen hibrido (Heiser 1949),
hay que destacar que la definicion de especie biolégica no permite la hibridacion
entre especies y (i) especie evolutiva, si observamos los resultados filogeneéticos
se esperaria que L. coquimbensis var. coquimbensis formara parte del mismo
clado que L. coguimbensis var. alba. En el caso de L. vittata y L. aff. vittata ambos
son terminales de un mismo nodo, como lo son otros taxa como L. alffacea y L.
conferta o L. narcissoides y L. dimorphopetala. Al considerar los datos
cromosomicos, en ambos casos se presentan nimeros cromosémicos iguales (n =

9, L. coquimbensis var. coquimbensis y L. coquimbensis var. alba y n= 5, L. vittata
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y L. aff. vitfata) y al comparar los pares cromosdmicos no existen diferencias entre

ellos respectivamente, de igual forma como en otros taxa del genero Leucocoryrne.

Teniendo en cuenta fodos estos antecedentes recién mencionados,
concluimos que L. coquimbensis var. alba y L. aff. vittala podrian considerarse
como especies nuevas para el género. Aunque, para poder ser sugeridas como
especies y no afinidad o variedad, se deben realizar nuevos analisis donde se

inciuya una clave taxondmica nueva para el género.

Sistematica molecular y taxonomia

Luego de realizar este estudio al interior del genero Leucocoryne, donde
fueron utilizados diferentes caracteres y andlisis para poder resolver las
interrogantes planteadas podemos destacar que sin la conjuncién de diferentes
aproximaciones no se habrian podido contestar las interrogantes planteadas. La
sistematica molecular nos brindé la posibilidad de obtener informacion sobre las
relaciones filogenéticas entre los taxa ufilizados, determinar tiempos de
divergencia, probar la monofilia del grupo y determinar la ubicacién altitudinal del
posible ancestro del género estudiado. Pero estos resultados no hubieran sido
integradores de no haber considerado también caracteres morfologicos,
citogenéticos y datos ecoldgicos de los taxa. En conjunto, toda la informacion

permitid tener una visién mas amplia de la historia del género en estudio.
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En la actualidad, la taxonémica se basa en daios observables por el
investigador (morfologicos, ecoldgicos) para poder clasificar a los organismos.
Pero, con esta informacion, se pueden cometer algunos errores, por ejemplo como
convergencia fenotipica, o determinar caracteres discriminatorios-sin considerar la
existencia de plasticidad fenotipica. En otras palabras, como el fenotipo es lo
evaluado por el método taxondémico tradicional, puede tener algunas falencias
debido a que el fenotipo es modulado por el ambiente. Por gjemplo, en nuestro
estudio, diferencias como nimero o forma de los estambres, determiné que por la
via taxondémica, L. dimorphopetala y L. narcissoides, iueran clasificados en
diferentes géneros, tan soélo por presentar esas caracteristicas diferentes a los
demas taxa del género Leucocoryne. En cambio, al realizar los estudios
sistemaéticos moleculares o analisis citogenéticos, se logré determinar que ambas
taxa pertenecian al género en estudio, y que los caracteres discrepantes no los

excluia del género en estudio.

En otras palabras, para analizar las relaciones entre individuos o sus
caracteristicas poblacionales, es imprescindible trabajar con diferenies
aproximaciones que son complementarias y que pueden optimizar los resultados y
dar respuestas mas certeras a las preguntas planteadas. Por ejemplo, los
resultados de analisis filogenéticos, tiempos de divergencia, método comparado o
estudios biogeograficos entre otros, no tienen valor practico, si no conocemos las
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas, ecoldgicas entre ofras, de los individuos

estudiados. Sin la conjuncién de ambas lineas de investigacion (sistematica
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taxondmica y sistematica filogenética) no se podrian dar respuestas claras e

integradoras a nuestras interrogantes.
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Figura 4.1. Monofilia del género Leucocoryne, basado en datos de secuencias de

rDNA de la regién ITS para 17 taxa del género Leucocoryne {Aliiaceae) utilizando

Inferencia Bayesiana. Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo;

los asteriscos representan los nodos < a 0.9 de soporte. La linea doble muestra
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grupo monofilético Leucocoryne. Lineas negras muestran el grupo externo y gris el

grupo interno.
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Figura 4.2. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana, basado en secuencias de
rDNA de la regién ITS, para 17 taxa del género Leucocoryne (Alliaceae). Los
valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo, los asteriscos representan
los nodos < a 0.9 de soporte. Los ndmeros romanos representan [os tres
principales linajes (I, Il y lll). La letra A y B, muestran los.linajes dentro del linaje

ll. Lineas negras muestran el grupo externo y gris el grupo interno.
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A: Taxa con juego cromosdémico haploide n =9
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Figura 4.5a. Cariotipos de los faxa del Leucocoryne con juego cromosémico haploide n

=9
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B: Taxa con juego cromosémico haploide n =5
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Figura 4.5b. Cariotipos de los taxa del Leucocoryne con juego cromosomico haploide n

=5,
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Figura 4.6. Parte del arbol filogenético de Inferencia Bayesiana, basado en secuencias

de rDNA de la region ITS, donde se muestra solo el grupo monofilético Leucocoryne.

Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan los

nodos < a 0.9 de soporte. Los numeros cromosomicos haploides se encuentiran

asociados a los nombres de cada taxa.

146




Lyl

‘WOd op Sisijeue |ap safe sosawiid sop so| ap nped e sopessusb sudioooona’

0Jauob |ap SOpEIPN}Sa BXE} /| SO| 8p S02160|0joW S318J0BIED 6| 8P UQIDBLIEA B| 9P uoejuasaiday ‘el ednbig

gsuauyer 19
sisuaquunbod “1ea-boo ]

——3t'C

L0

| Jojoed o
— 2074
21..ju0d ]
—— 120"
@
ergnaipuadde ]
—T—8e0- )
- easelfle ] ejejadnpsnbue
suadsajlelon ) ] >
elena ]
efepdoiiewt - ejesopo
' 120 i %0 19 ® um.n-..ﬂ_. 7 e -
: : _ _
| bt | | |
eqe 1eA boos 1 @ .Lu . _
easndind -] P esoponed g
@ Teemaye 7 3
LS ]

mmw%cﬂg.ﬁ 1

saplo ssosel ]




8rl

"%,G [9p [1Iua21ad U2 81102 3p
2110 BIOUB)SIP B| BJUSSalda) epeajund eaulT 'sooiBojopow saisjoeled 6| opuezi|in ‘auAi0000naT oisugb |ap sopeipniss

Exe} /| SO| 21jud Sauoloe[al Se| elsanw anb ‘BUBSPIONT BIOUB)SIP U0D OPIUS}qO ‘YINOJN ewelbous ‘q. y einbiy

L.=d
o

wmoeE 1]

gjeyroipuadde ]

eejuoo

[ T

ejejadys nbue

-

BJRI0PO ]
£9PIOSSI0.8U ]

eppdoydiowip

$51BQWINDOS Jen SEuIqUINbD )

Bqgje "Jen SIsuUIqUUNboD

een ye
spiond |

esoyioned [

eepdasew 7

SURISIR[0N ]

saundind ..__

ssuauye;

I LIt L LR L R R L R L R R R R PR R L R L L Ll

gjeyia




L. coquimbensis var. coquimbensis L. coquimbensis var. alba

2n =

MDD Sninsowin

7 6 7 8 9

Figura 4.8a. Comparacion entre L. coquimbensis var. coquimbensis y L. coquimbensis

var. alba (A).
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Figura 4.8b. Comparacion entre L. vittata y L. aff. vittata (B).
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L. purpurea H4 H1

H2 H3 L. cogquimbensis var. coquimbensis

Figura 4.9. Hibridos pertenecientes a la zona de conexion de las poblaciones
simpatricas de L. purpureay L. coquimbensis var. coquimbensis, donde se forman
enjambres hibridos entre parentales. Los numeros cromosomicos de los hibridos
mostrados corresponde a 2n = 14, 16, 22y 23 (material de Moreno et al. en

preparacion).
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