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Resumen

En afios recientes ha habido un interés creciente por las poblaciones ubicadas
hacia los extremos de distribucién de las especies en relacién con el impacto
del cambio climatico. Se predice que con el aumento de la temperatura las
especies se ajustaran a las nuevas condiciones rastreando su 6ptimo ecolégico
migrando hacia zonas relativamente mas frias, como mayores latitudes y
elevaciones. Se plantea por otro lado que hacia el extremo opuesto, es decir en
el frente de retraccion, las poblaciones habitarian areas propensas a sufrir
sequias y donde se predice que tendra lugar la pérdida de poblaciones. Por lo
tanto, es relevante analizar las poblaciones ubicadas en estos margenes y su
potencial para responder a cambios futuros. En particular las poblaciones
marginales, usualmente consideradas de tamafio pequefio y relativamente
aisladas entre si, han sido objeto de numerosos estudios, ya sea los que
plantean el marco conceptual y los factores biogeograficos y ecoldgicos que las
impactan, como asi también trabajos empiricos donde se analizan sus
caracteristicas genéticas. Sin embargo, los resultados de estos ultimos lejos
estan de mostrar patrones concordantes y recientemente se ha destacado que
las dimensiones geograficas, ecoldgicas y genéticas de la marginalidad no
siempre son concordantes, destacando la importancia de factores, no solo que
impactan regionalmente, sino también localmente. En esta tesis el objetivo fue
analizar los efectos del clima y la historia biogeografica sobre las
caracteristicas genéticas tanto neutrales como adaptativas de Nothofagus
pumilio, la especie lefiosa montana que habita el abrupto gradiente de
precipitacion del norte de la Patagonia. Se tomaron muestras de follaje de 70
poblaciones ubicadas a lo largo del gradiente de precipitacion, que fueron
clasificadas como centrales y marginales ubicadas al oeste y este de la isohieta
de 850 mm, respectivamente. Dichas muestras fueron analizadas mediante
distintos marcadores moleculares. Se utilizaron secuencias de ADN del
cloroplasto con baja tasa de mutacion para analizar efectos histéricos, como las
oscilaciones pasadas en el clima, y genotipos de marcadores biparentales
como las isoenzimas y los microsatélites para cuantificar el impacto de la deriva
genética y el aislamiento contemporaneo. Dado que N. pumilio habita amplios
gradientes ambientales, se analiz6 a lo largo de la latitud, longitud y altitud el
efecto de distintas variables bioclimaticas en relacion con la variacion en
pardmetros genéticos. Se cultivaron plantulas provenientes de seis sitios (3
centrales y 3 marginales) en invernadero bajo condiciones homogéneas de
jardin comun, para analizar potenciales diferencias adaptativas de base
genética cuantitativas en el crecimiento, la morfologia de las hojas, la
arquitectura de las plantas y la fenologia de la brotacién de las hojas. Las
mismas se sometieron a experimentos manipulativos de estrés hidrico y se
midieron caracteres ecofisiolégicos de intercambio gaseoso y potencial hidrico.
Los resultados genéticos mostraron la existencia de variacién genética y grado
de divergencia poblacional comparable en poblaciones marginales y centrales,
presentando ambas regiones la presencia de variantes genéticas particulares
para todos los marcadores utilizados. Por otro lado, se encontr6 un
relativamente bajo grado de aislamiento entre las regiones marginal y central
pero significativo. Estos resultados sugieren que N. pumilio habria subsistido
localmente en ambas regiones a oscilaciones en el cima y que se habrian



acumulado diferencias producto del aislamiento. Los resultados obtenidos
muestran una relacion entre el clima y los diferentes gradientes ambientales; y
como éstos afectan a la variacion genética de N. pumilio. Las variables
bioclimaticas mas influyentes estan relacionadas a las precipitaciones de
verano y temperaturas de invierno, siendo la tendencia general de mayor
diversidad genética a mayores precipitaciones y temperaturas moderadas. Esto
demuestra que la distribucion espacial de la diversidad genética de esta
especie no ocurre aleatoriamente, sino que los patrones de estructuracién
responden a modelos climaticos. Los resultados del cultivo en jardin comun
bajo condiciones O6ptimas muestran diferencias significativas con mayor
crecimiento de las plantas centrales, mientras que no se encontraron
diferencias entre ellas para caracteres foliares y fenologicos. Las plantas de las
poblaciones marginales respondieron diferencialmente al experimento de
estrés hidrico mostrando un mejor uso del agua y alcanzando potenciales
hidricos menos negativos. Por lo tanto, las plantulas de N. pumilio provenientes
de ambientes con regimenes de precipitacibn contrastantes presentan
respuestas adaptativas y rasgos ecofisiolégicos diferentes. Las poblaciones
marginales de N. pumilio soportaron mejor el estrés hidrico que las poblaciones
centrales de origen mas meésico, lo que podria implicar una mayor
susceptibilidad de estas ultimas a la desecacion. En conclusién, los resultados
de esta tesis muestran que las poblaciones de N. pumilio habitando gradientes
de precipitacion poseen diferencias genéticas producto de una historia de
aislamiento y adaptativas en respuesta a climas contrastantes. Esta evidencia
destaca la importancia y urgencia del desarrollo de medidas de conservacion
tendientes a preservar las poblaciones marginales, la mayoria de las cuales se
encuentran fuera de areas protegidas. Las mismas serian un reservorio de
variacion adaptativa, que podria utilizarse para la restauracion de poblaciones
gue actualmente sufren los efectos de sequias extremas hacia los margenes
hamedos de la distribucion. En estos sitios la seleccién natural habria purgado
los genotipos resistentes a la desecacion que se encuentran actualmente hacia
el este de la distribucion de N. pumilio del norte de la Patagonia.



Abstract

In recent years there has been growing interest in populations located towards
the extremes of species’ distributions in relation to the impact of climate change.
It is predicted that with the increase of the temperature the species will adjust to
the new conditions tracking their ecological optimum migrating towards
relatively cooler areas such as higher latitudes and elevations known as the
advanced front or leading edge. On the other hand, it is suggested that
populations facing the opposite extreme, i.e. on the retraction front or trailing
edge, they would inhabit areas prone to drought and where population loss is
predicted to take place. Therefore, it is relevant to analyze populations located
in these margins and their potential to respond to future changes. In particular,
marginal populations usually considered small in size and relatively isolated
from each other, have been the subject of numerous studies, either those that
present the conceptual framework and the biogeographical and ecological
factors that impact them, as well as empirical studies where their genetic
characteristics are shown. However, the results of the latter are far from
showing concordant patterns and recently it has been emphasized that the
geographic, ecological and genetic dimensions of marginality are not always
concordant, highlighting the importance of those factors, that not only impact
regionally, but also locally. In this thesis, the objective was to analyze the
effects of climate and biogeographic history on the neutral and adaptive genetic
characteristics of Nothofagus pumilio, the woody mountain species that inhabits
the abrupt precipitation gradient of northern Patagonia. Foliage samples were
taken from 70 populations along the gradient of precipitation that were classified
as central and marginal located to the west and east of the isohyet of 850 mm,
respectively. Samples were analyzed by different molecular markers.
Chloroplast DNA sequences with low mutation rate were used to analyze
historical effects such as past oscillations in climate and genotypes of two
biparentally inherited markers as isoenzymes and microsatellites to quantify the
impact of genetic drift and contemporary isolation. Given that N. pumilio inhabits
complex environmental gradients, we analyze along the latitude, longitude and
altitude the effect of different bioclimatic variables in relation to the variation in
genetic parameters. Seedlings from six sites (3 central and 3 marginal) were
grown in a greenhouse under homogeneous common garden conditions to
analyze potential differences in quantitative traits such as growth, leaf
morphology, plant architecture, plant phenology, and phenological rhythms
during leaf burst. Plants from both marginal and central provenances were
subjected to manipulative experiments of water stress and ecophysiological
characters of gas exchange and water potential were measured. The genetic
results showed comparable levels of genetic variation and degree of population
divergence in marginal and central populations, both regions also showing the
presence of particular genetic variants for all markers used. A relatively low but
significant degree of isolation was found between marginal and central regions.
These results suggest that N. pumilio would have subsisted locally in both
regions to climate oscillations and that genetic differences have accumulated
due to isolation between such gene pools. The results obtained showed a
strong relationship between the climates along the different environmental
gradients that affected the genetic variation of N. pumilio. The most influential



bioclimatic variables are related to summer rainfall and winter temperatures,
with the general tendency of greater genetic diversity to higher rainfall and
moderate temperatures. This shows that the spatial distribution of the genetic
diversity of this species does not occur randomly, but that the patterns of
genetic structuring respond to models complex climatic The results of the
cultivation in common garden under optimal conditions show significant
differences with greater growth of the central plants while no differences were
found between them for foliar and phenological characters. The plants of
marginal populations responded differentially to the water stress experiment,
showing a better use of water and reaching less negative water potentials.
Therefore, N. pumilio seedlings from environments with contrasting precipitation
regimes present adaptive responses and different ecophysiological features.
The marginal populations of N. pumilio supported hydric stress better than the
central populations of more mesic origin, which could imply a greater
susceptibility of the latter to desiccation. In conclusion, the results of this thesis
show that N. pumilio populations inhabiting precipitation gradients have genetic
differences as a result of a history of isolation and adaptation in response to
contrasting climates. This evidence highlights the importance and urgency of
the development of conservation measures aimed at preserving marginal
populations, most of which are outside protected areas. They are a reservoir of
adaptive variation that could be used for the restoration of populations that
currently suffer the effects of extreme droughts towards the wet margins of the
distribution. At these sites, natural selection would have purged the drying-
resistant genotypes that are currently east of the distribution of N. pumilio from
northern Patagonia.
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I.1 Factores que influyen sobre la distribucion geografica de las
especies

La presencia o ausencia de las especies y la forma en que se distribuyen en el
espacio geografico se definen por factores histéricos, ecolégicos vy fisiol6gicos
que varian a lo largo de la distribucion sometiendo a las especies a diferentes
condiciones abibticas y bidticas. Los factores abidticos son los distintos
componentes del ambiente que establecen sus caracteristicas fisico-quimicas,
dentro de los mas importantes figuran el agua, la temperatura y la luz. Los
factores bidticos son todos los seres vivos y sus interacciones, tales como
depredacion, competencia, parasitismo, etc. Cuando un factor alcanza valores
mas alla de los margenes de tolerancia de una especie genera estrés y actla

como un factor limitante para la supervivencia de esa especie.

El area de distribucion de una especie se define como la fraccion del
espacio geografico donde se encuentra presente e interactia en forma no
efimera con el ecosistema (Zunino y Palestrini, 1991). “El nicho ecoldgico es un
hipervolumen multidimensional donde se concentra un conjunto de condiciones
bidticas y abidticas en las que una especie es capaz de persistir y mantener un
tamafo poblacional estable” Hutchinson, 1957. La amplitud del nicho y los
limites de distribucion de las especies dependen de la tolerancia ambiental
producto de distintos procesos evolutivos que moldean a los organismos
(Wiens y Graham, 2005). Las areas de distribucién son por lo tanto dinamicas a
lo largo del tiempo, experimentando contracciones y expansiones por la
influencia de los distintos factores bioldgicos, ecoldgicos, climaticos y
biogeograficos entre otros. Hutchinson (1957) también distinguié entre el nicho
fundamental y el real, el nicho fundamental est4d determinado por las
condiciones abidticas en las que una especie es capaz de persistir, mientras
gue el nicho real describe las condiciones de persistencia en relacion a la
presencia de otras especies, por ejemplo, competidores y depredadores.
Muchos aspectos del nicho fundamental de las especies se pueden conservar
a lo largo tiempo, esta tendencia a retener aspectos de su nicho fundamental

se denomina conservadurismo de nicho (Wiens y Graham, 2005).
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Bajo escenarios cambiantes, si las especies no se adaptan lo
suficientemente rapido o su amplitud de tolerancia es muy restringida, deberan
desplazarse en el espacio geogréfico para encontrar condiciones
ambientalmente favorables dando lugar a procesos de colonizacion o extincién.
El cambio climéatico global puede afectar el area de distribucion de las especies
(Parmesan, 1996), y sus modificaciones dependeran de los limites de
tolerancia fisiolégica (Peterson etal., 2001; Broennimann etal., 2006),la
capacidad de respuesta adaptativa y aclimatacién de las mismas para ajustarse
a los cambios ambientales (Peterson et al., 2001). Comprender los factores que
influyen sobre la distribucion de las especies y la variacion genética de las
especies en su rango de distribucibn es necesario para predecir las
consecuencias del cambio climéatico y orientar planes de conservacion (Kapeller
et al., 2016).
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1.2 Poblaciones marginales y centrales

Las especies tienen un rango de tolerancia fisiol6gica y ecoldgica en funcion de
los cuales pueden ocupar distintos ambientes a lo largo de gradientes
ambientales. En los extremos de este rango las especies se encuentran bajo
condiciones limitantes para sus requerimientos de desarrollo y sobrevivencia,
en comparacion con los éptimos ecolégicos que generalmente existen hacia el

centro de su distribucién (Lesica y Allendorf, 1995).

Las poblaciones suelen ser mas abundantes en el centro geografico de
distribucién de una especie, donde las condiciones son relativamente Optimas
para su desarrollo y se encuentran dentro de su rango de tolerancia ecoldgica.
A medida que las condiciones se alejan del optimo ecologico las poblaciones
se tornan cada vez menos abundantes (Hengelveld y Haeck, 1982; Brown,
1984). Hacia los limites del rango de su distribucion las poblaciones se vuelven
mas pequefas y espacialmente aisladas entre si (Brussard, 1984; Lawton,
1993; Vucetich y Waite, 2003). La idea de que las poblaciones cercanas a los
limites del area de distribucion de las especies pueden presentar diferencias
fundamentales en comparacion con las ubicadas en la parte central de su
distribucion, se conoce como “abundancia central” (e.g. Sagarin y Gaines,
2002; Sexton etal.,, 2009). Es un principio fundamental en ecologia y
biogeografia, conocido también como “centro-periferia” (e.g. Pironon etal.,

2015; Papuga et al., 2018) y “central-marginal” (e.g. Eckert et al., 2008).

En esta tesis se denomina poblaciones marginales a aquellas que
habitan hacia los bordes del rango de distribucion de una especie y se
estudiaran en relacion con el gradiente de precipitacion que varia con la
longitud en Patagonia. Estas poblaciones por lo general, se encuentran
aisladas, poseen tamafos relativamente pequefios y estan ubicadas a cierta
distancia del centro de distribucién de la especie. El origen de las poblaciones
marginales puede deberse a una distribucion mas amplia de la especie en el
pasado (poblaciones relictuales) o poblaciones nuevas de una especie que se
encuentra expandiendo su rango de distribucion (Quiroga y Premoli, 2013) (Fig.

I.1). Una poblacién relictual, por lo tanto, es un tipo de poblacién marginal cuyo
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origen se debe a la retraccidén de una poblacion original de mayor tamafio y que
se encuentra fragmentada actualmente. En el caso de las poblaciones
marginales relictuales se espera que las poblaciones sean genéticamente
diversas y/o que presenten variantes genéticas particulares que reflejen un
rango amplio en el pasado. Mientras que en el segundo caso, el origen de las
poblaciones marginales se debe al establecimiento de nuevas poblaciones. En
este Ultimo caso, habrian sufrido del efecto de la deriva genética por la
colonizacion de un area a partir de un reducido nimero de individuos. A lo largo
de este proceso de expansién habrian tenido lugar cuellos de botella genéticos
y por lo tanto se trataria de poblaciones genéticamente empobrecidas. Los
cuellos de botella ocurren cuando en una poblacion se produce una reduccion
drastica en su tamafio poblacional, provocando un error de muestreo que

modifica la composicién del conjunto génico de la poblacion (Pierce 2010).

Asimismo, la marginalidad de las poblaciones esta determinada por la
interaccion de una gran variedad de factores que incluyen condiciones
climaticas y ambientales locales, fragmentacion de habitat, caracteristicas de
las especies, fisiologia e interacciones bidticas, asi como la demografia y
genética de las poblaciones (Vila-Cabrera et al., 2019). Por lo tanto, sobre las
poblaciones marginales se encuentran en juego mecanismos ecologicos y
evolutivos que dependen de mucho mas que la ubicacion geografica de una
poblacién (Hampe y Petit, 2005; Pironon et al., 2016; Sexton et al., 2009). El
concepto de marginalidad posee entonces distintas dimensiones pudiendo
descomponerse en marginalidad geografica, marginalidad ecolégica vy

marginalidad genética.

Las poblaciones marginales estan generalmente compuestas por
poblaciones aisladas relativamente entre ellas a diferencia de las que se ubican
hacia el centro de distribucion, por lo tanto, se espera que el aislamiento afecte
el grado de divergencia genética entre ellas. Las poblaciones marginales se
caracterizan también por estar sometidas a altas intensidades de seleccién
cuyos efectos pueden ser variados. Si bien puede prevalecer la seleccion
unidireccional, lo cual puede reducir la variacibn genética para caracteres
adaptados a condiciones extremas (Kopp y Matuszewski, 2014), también

podria existir mayor diversidad adaptativa, asociada a condiciones fluctuantes
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(Eckert etal.,, 2008). Existen numerosos trabajos que discuten y revisan
estudios empiricos sobre la variabilidad genética y el potencial evolutivo de las
poblaciones centrales y marginales, sin embargo sus resultados son
contradictorios (Brussard 1984; Lessica y Allendorf 1995; Gaston 2003; Eckert
et al., 2008). Esto sugiere que la presuncién de “abundancia central” no es un
supuesto generalizable para hacer predicciones sobre la variacion geogréfica
en la estructura genética de las poblaciones (Eckert et al., 2008).

Ademés de los efectos de la seleccion natural mencionados
anteriormente, las poblaciones marginales pueden estar sometidas a la
endogamia (cruza entre parientes), que trae aparejada un aumento en la
homocigosis pudiendo expresarse alelos perjudiciales antes enmascarados en
condicion heterocigota. La deriva genética mencionada anteriormente y la
endogamia actuando de manera conjunta pueden conducir a la fijacion de
alelos, que en el caso de ser perjudiciales, podrian generar depresion por
endogamia que puede afectar la aptitud de los individuos reduciendo su
viabilidad y fecundidad (Young et al., 1993, 1999; Couvet, 2002). Por lo tanto,
es probable que las poblaciones marginales sean afectadas por endogamia y
deriva genética producto del aislamiento historico, y seleccion diferencial
(Lesica y Allendorf, 1995; Vakkari et al., 2009).

Debido a la seleccion diferencial las poblaciones marginales pueden
presentar adaptaciones locales cruciales para la supervivencia de las especies
frente al cambio climatico global (Sabatier et al., 2011; Kreyling et al., 2014) y
por lo tanto ser de gran utilidad en programas de desarrollo y conservacion.
Entender como la adaptacién genética y/o los factores ambientales influyen
sobre el rango de distribucién de las especies resulta esencial para evaluar su

supervivencia a largo plazo (Kapeller et al., 2016).

Uno de los objetivos de la conservacion de recursos genéticos forestales
de especies con amplios rangos de distribucion, es preservar la integridad del
acervo genético de las mismas, a través de la proteccibn de variantes
genéticas Unicas, centros de variacion genética y patrones de flujo génico
interpoblacional (Millar y Libby 1991). Por lo tanto, el estudio e interpretacion de

patrones de variacion genética se ha convertido en un obijetivo prioritario en
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conservacion. Particularmente las poblaciones marginales pueden presentar
variantes genéticas particulares y ser importantes en potenciales eventos de
especiacion (Brown, 1984; Lesica y Allendorf, 1995; Matthies et al., 2004) y de
ahi su relevancia en conservacion (Lesica y Allendorf, 1995). Las adaptaciones
locales podrian ser de suma importancia ya que las poblaciones marginales
podrian convertirse en centros de expansion que posibiliten cambios en la

distribucién geogréfica de las especies (Safriel et al., 1994).

Bajo el escenario de cambio climatico global, es prioritario conocer las
potenciales respuestas genéticas y/o plasticas de especies clave de bosque, ya
que podrian modificarse sus rangos de distribuciéon. Estos cambios podrian ser
mas pronunciados hacia los extremos de distribucion de las especies donde
habitan las poblaciones marginales (Premoli et al., 2011). Por ejemplo los
bosques en contacto con la estepa patagonica presentan, en respuesta a una
intensificacion del déficit hidrico, una tendencia negativa de crecimiento durante
el siglo XX (Srur et al., 2008).

Nothofagus pumilio es una especie clave de los bosques australandinos
con amplia distribucion. Se han realizado numerosos estudios sobre las
caracteristicas de sus poblaciones a lo largo de gradientes latitudinales y
altitudinales pero resulta escasa la informacion de poblaciones del gradiente
longitudinal de precipitacion consideradas marginales (Fig. 1.2), siendo
necesario investigar la potencial variacion genética y su posible valor

adaptativo.

1.3 Cambios en el clima, el Ultimo Maximo Glaciar en Patagonia

La historia biogeografica de las plantas lefiosas de Patagonia se encuentra
modelada por las glaciaciones que comenzaron hace aproximadamente entre 7
y 5 Ma atras durante el Nedgeno (Rabassa etal.,, 2005). Esta época se
caracterizé por la alternancia ciclica de periodos glaciarios de climas frios con
periodos interglaciarios mas céalidos (Hewitt, 1999). Durante los periodos

glaciarios gran parte de la superficie terrestre fue cubierta por mantos de hielo,
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cuya maxima extension en el sur de Sudamérica, denominada Gran Glaciaciéon
Patagbnica, se data en aproximadamente hace un millon de afios (Mercer,
1976).

El dltimo maximo glacial (UMG) ocurrid hace aproximadamente 20000
afos (Rabassa, 2008). La extension de sus hielos ha sido inferida en base a
registros fésiles (sobre todo polinicos), depdsitos glaciarios y técnicas mas
modernas de modelaje de nicho ecolégico. Durante el UMG el ambiente
periglaciar con capas de suelo congelado (permafrost) se habria extendido
hasta la zona extraandina (Trombotto, 2000).

Como en otros lugares del mundo, durante los periodos frios las
especies sensibles al frio (i.e. mesotérmicas) tendieron a reducir sus rangos de
distribucion, quedando restringidas a zonas denominadas de refugio bajo
microclimas que mitigaron los fendbmenos climaticos extremos (Hampe y Jump,
2011). Dadas las condiciones fisicas del sur de Sudameérica, tales como la
mayor influencia oceanica y la heterogeneidad del paisaje debido a la
presencia de la Cordillera de los Andes, se postulé que las especies tolerantes
a las bajas temperaturas (microtérmicas) habrian sobrevivido a las glaciaciones
en reductos climatolégicamente favorables (Markgraf et al., 1995) a lo largo de
sus rangos actuales de distribucion, dando lugar a la existencia de refugios

multiples (Premoli et al., 2000).

Se han realizado estudios para conocer el efecto de las Ultimas
glaciaciones sobre la distribucidon de distintas especies en Patagonia. Utilizando
marcadores moleculares en especies arbdéreas, se ha demostrado la
supervivencia de éstas en refugios al este de los Andes, tal es el caso de
Fitzroya cupressoides (Premoli et al., 2000), Embothrium coccineum (Souto y
Premoli, 2007), Podocarpus nubigenus (Quiroga y Premoli, 2010) y otras
especies del género Nothofagus (Marchelli y Gallo, 2006; Azpilicueta et al.,
2009; Pastorino et al., 2009).

Los efectos del UMG tuvieron diferencias latitudinales en Patagonia.
Hacia el norte de los 40°S los glaciares fueron de extension reducida,
principalmente glaciares de valles, con poca accion erosiva que permitio

mantener el paisaje pre-glacial intacto (Glasser et al., 2008). Estas condiciones
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pudieron haber facilitado la permanencia de especies arboreas como N.
pumilio, una de las especies con mayor distribucién actual en Patagonia, en
areas libres de hielo (Mathiasen y Premoli, 2010). Hacia el sur la capa de hielo
fue méas continua, sin embargo utilizando técnicas de modelaje de nicho
ecologico, que permiten proyectar la distribucion de las especies en el pasado
a base de modelos climaticos, se postul6 la persistencia local de N. pumilio a
latitudes tan altas como Tierra del Fuego (Premoli et al., 2010).

Linajes antiguos como Nothofagus muestran adaptaciones a condiciones
del ambiente fisico que cambiaron a la largo de su historia evolutiva. Por lo
tanto tendrian el potencial de responder a cambios climaticos, no solamente a
los asociados a las glaciaciones ocurridas desde el Nebgeno (Premoli, et al.,
2012a; Acosta etal., 2014). Actualmente en el norte de Patagonia existen
poblaciones marginales de N. pumilio ubicadas hacia el extremo oriental del
gradiente de precipitacion. El estudio de este tipo de poblaciones es clave para
entender como las especies responderan a ambientes cambiantes (Kreyling
et al., 2014).

.4 Gradientes climaticos de Patagonia

La region patagonica ha sido modelada por distintos procesos geolégicos y
climaticos a lo largo del tiempo que han generado una gran heterogeneidad
espacial. Cualquier especie que se desarrolle en un rango de distribucion mas
0 menos amplio en este territorio, se va a encontrar con este medioambiente en
extremo variado (Donoso 1987). Esto se vio reflejado en la distribucion de los
polimorfismos genéticos en especies de amplio rango como los Nothofagus
(Acosta et al., 2014). En Patagonia, se puede identificar la presencia de tres
importantes gradientes ambientales: latitudinal (norte-sur), longitudinal (este-
oeste) y altitudinal de elevacion. A lo largo de estos gradientes existe variacion
en los distintos factores climaticos que afectan la distribucién de la vegetaciéon
en el sur de Sudamérica (Veblen et al., 1996). El clima general es templado
frio, influenciado por la latitud y la elevacién sobre el nivel del mar, y las

temperaturas extremas son moderadas por las grandes masas de agua
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oceanicas y lacustres. Las nevadas son mas frecuentes y copiosas en los
lugares mas australes o de mayor elevacion y ocurren principalmente en
invierno. Estos gradientes pueden covariar, asi por ejemplo la duracion de la
estacion de crecimiento depende de factores climaticos afectados por los
gradientes latitudinal y altitudinal (Fig. 1.6, Mathiasen 2010). Mientras mas al sur
y mayor sea la elevacion sobre el nivel del mar, mas corta sera la estacion de

crecimiento (Donoso et al., 1995).

La heterogeneidad ambiental producto de los distintos gradientes, puede
generar barreras al flujo génico influyendo en la estructura genética de las
poblaciones (Manel etal., 2003). Por lo tanto, las especies de amplia
distribucién que habitan gradientes ambientales pueden presentar variacién en
una gran cantidad de caracteres, muchos de los cuales poseen base genética.
Conocer el grado de variacion genética y/o de plasticidad fenotipica de
especies dominantes para distintos caracteres es relevante para predecir
posibles respuestas futuras a cambios en el clima. Bajo escenarios de
calentamiento global se espera una retraccion en el rango de distribucién de
especies arbdéreas con escasa capacidad de migracion, dispersion y largos
tiempos generacionales (Mathiasen y Premoli, 2016). Las poblaciones con
reducida variacion genética ubicadas en los extremos de los gradientes
ambientales, seran las que sufriran en mayor medida los efectos negativos del
cambio climatico al tener limitada su capacidad de respuesta a cambios
ambientales (Premoli y Mathiasen, 2011). Los gradientes ambientales pueden
considerarse “experimentos naturales” a lo largo de los cuales es posible
analizar las respuestas de los organismos a variaciones en las condiciones

fisicas del ambiente (Premoli y Mathiasen, 2011).

A continuacién se describen brevemente los gradientes geograficos de
Patagonia que seran analizados en detalle en el Capitulo Ill. Cabe mencionar
gue los gradientes geograficos se consideran gradientes ambientales a lo largo
de los cuales varian las condiciones ecoldgicas tanto abidticas como bidticas
resultando en presiones diferenciales de seleccion que impactan sobre el
acervo genético de las poblaciones y especies que los habitan. En el caso
particular de esta tesis se analizara el efecto del clima sobre las caracteristicas

genéticas de N. pumilio.
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Gradiente latitudinal

La radiacion solar que llega a la superficie de la tierra varia considerablemente
con la latitud, mientras mas al sur la radiacibn es menor. Esto se debe
principalmente a que a latitudes mas altas la radiacion incide con mayor
inclinacion teniendo que atravesar una capa de aire mayor para llegar a la
superficie terrestre. Ademas, también por la inclinacion, la radiacion se reparte
en una superficie mas grande, generando menor radiacion por unidad de
superficie. De esta forma, la energia recibida es menos intensa que la recibida
por latitudes mas bajas. La manera en que el angulo de incidencia varia a lo
largo del afo es responsable de la variacion estacional de la temperatura y la
duracién de los dias.

La precipitacion y las temperaturas también disminuyen hacia el sur de
los Andes patagonicos. Las temperaturas medias anuales descienden de 12°C
en el norte (37-42°S) hasta 6°C hacia el sur (al sur de los 47°S) (Villalba et al.,
2003). En el norte de la Patagonia, existe una marcada estacionalidad en las
precipitaciones, estas se concentran principalmente en invierno y comienzos de
primavera en forma de lluvia o nieve; durante el verano y otofio temprano las
precipitaciones disminuyen dando lugar a un periodo seco y templado. Hacia el
sur, el régimen cambia de manera gradual hasta un patrén regular de lluvias
distribuidas uniformemente en el que no habria déficit hidrico durante todo el
aho. Estas diferencias latitudinales en las precipitaciones se deben a una
mayor influencia de la cordillera en el norte de la Patagonia que genera un
efecto sombra de precipitaciones (LOpez Bernal et al., 2012). A su vez también
se encuentran influenciadas por los cambios estacionales en posicion e

intensidad del anticiclon del pacifico sur (Paruelo et al., 1998).

Debido a estas diferencias climéticas existe una disminucion latitudinal
de los limites inferior y superior de los bosques patagonicos hacia el sur
(Veblen et al., 1996). En el extremo mas austral del continente el limite inferior
se extiende hasta el nivel del mar. En relacion al limite superior del bosque, se
ha documentado una disminucién de 60 m de altitud por grado de latitud (Lara
et al., 2005), desde los 1800 m a los 38°S hasta los 600 m en Tierra del Fuego
(Veblen et al., 1996).
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Gradiente altitudinal

En el gradiente altitudinal las condiciones ambientales tales como la
temperatura, la radiacion solar, la exposicion al viento y las caracteristicas del
suelo varian drasticamente en distancias de unos pocos cientos de metros. A
medida que se asciende la temperatura media del aire disminuye a razéon de
0,7°C cada 100 m, esto se debe a la disminucion de la densidad del aire (y con
ello las presiones parciales de oxigeno y diéxido de carbono) y al alejamiento
de la superficie de la tierra que es una gran fuente de emision de calor debido a
la reflexion de la energia solar. Con el incremento de la elevacion también
disminuye la temperatura del suelo, se acorta el periodo libre de heladas y se
produce un aumento en las precipitaciones, siendo mayor el porcentaje de

nevadas (Barrera et al., 2000).

En las pendientes mas escarpadas son comunes los deslizamientos y
avalanchas, ante esto las plantas suelen conformar grupos compactos evitando
la erosion del suelo. La orientacion de las laderas también condiciona la
acumulacion de nieve, el grado de insolacion y la exposicion al viento; debido a
esto, las laderas con orientacidén norte y oeste reciben mayor irradiacion, y son

Mas secas en comparacion a las laderas este y sur.

Todos estos cambios pueden afectar tanto la biodiversidad como las
caracteristicas de una especie en particular a distintas alturas, encontrandose
una gran variacion morfolégica en especies que habitan un amplio rango
altitudinal. Poblaciones de individuos separados por escasas decenas de
metros pueden estar bajo regimenes de seleccion divergentes resultando en
una marcada diferenciacion genética. A su vez, diferencias fenoldgicas debidas
a la capacidad de aclimatacion con la altura pueden aislar reproductivamente
dichas poblaciones al limitar el flujo génico entre ellas, incrementando la

diferenciacion genética aun en poblaciones contiguas (Premoli et al., 2007).

A pesar del aspecto desértico de los extensos pedreros de altura y de la
baja cobertura de sus comunidades vegetales, el ambiente altoandino posee

una alta diversidad y varios endemismos (Ferreyra et al., 1998).
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En relacion al cambio climatico global, el aumento de la temperatura
favorece el crecimiento de las plantas en el limite altitudinal superior del
bosque, pero intensifica el déficit hidrico en el limite inferior en combinacion con

una reduccion en las precipitaciones (Srur et al., 2008).

Gradiente longitudinal

Sobre las laderas orientales de la Cordillera de los Andes existe un marcado
gradiente longitudinal de precipitacion. Esto se debe principalmente a la
influencia de los vientos predominantes provenientes del océano Pacifico que
encuentran en las cadenas montafiosas una barrera para la circulacion
atmosférica (Paruelo etal., 1998; Villalba et al., 2003). La mayor parte de
humedad contenida en las masas de aire oceanicas es descargada sobre las
laderas chilenas, y el aire se vuelve mas caliente y seco a través de un
calentamiento adiabatico al descender por el lado Argentino de los Andes
(Paruelo et al., 1998). De esta manera se genera uno de los mas pronunciados
“efecto sombra de precipitacién” del planeta (Blisniuk et al., 2005) (Fig. 1.3). Las
precipitaciones anuales descienden abruptamente de oeste a este de 3000 mm
a menos de 800 mm en una distancia de s6lo 50 km (Veblen et al., 1996) y se
ven reflejadas por una transicion de distintos tipos de vegetacion: bosque,
estepa graminosa, estepa arbustivo-graminosa, estepa arbustiva y erial
también de oeste a este (Soriano 1956, Movia et al., 1987, Jobbagy et al.,
1996, Leon et al., 1998).

Desde los Andes hasta la estepa la temperatura media anual varia de
6°C en el bosque australandino cercano al limite altitudinal superior, a 8°C en el
ecotono entre el bosque australandino y la estepa (Gallopin, 1978). Este
gradiente de precipitacién y temperatura afecta también la profundidad de la
nieve acumulada y su permanencia en las altas cumbres sobre las distintas
laderas de los Andes, que resulta mayor sobre el oeste (Premoli 2004). La
posicion de los cerros en el gradiente de precipitaciéon también determina
diferencias en las alturas del limite altitudinal superior y de la nieve

permanente, por ejemplo el limite altitudinal superior hacia el oeste en el Cerro
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Tronador es a los 1640 m s.n.m. y hacia el este en el Cerro Nireco es de 1800
m s.n.m. (Ferreyra et al., 1998; Ezcurra y Brion 2005).

Se ha encontrado una mayor riqueza de flora altoandina relacionada a
cerros situados hacia el este que en cerros con mayores precipitaciones
situados al oeste. Esto puede deberse a varios factores como un menor
espesor y permanencia de nieve en invierno que posibilita una estacion de
crecimiento mas larga para las plantas. Ademas, los cerros del este poseen
una mayor heterogeneidad ambiental, desde laderas secas y expuestas a
mallines y bordes de arroyos, mientras que los cerros del oeste, por la mayor
cantidad de precipitacion, son mas homogéneos. También puede deberse a
gue las montafias del este hayan estado menos influenciadas por la erosién
glaciaria o hayan sido areas libre de hielo durante el dltimo maximo glacial
(Ferreyra et al., 1998).

.5 Marcadores moleculares en la reconstruccion biogeografica a
diferentes escalas temporales

La estructura genética de las poblaciones es producto de eventos histéricos
ocurridos a distintas escalas temporales que pueden estudiarse mediante
marcadores moleculares. La disponibilidad de distintos tipos de marcadores, en
términos de las regiones de ADN involucradas, su tipo de herencia y tasa de
mutacion posibilitan reconstruir eventos del pasado y contemporaneos

analizando un gran numero de individuos y poblaciones con relativa facilidad.

Los marcadores moleculares comunmente utilizados en estudios
poblacionales son considerados neutros, ya que miden la influencia de la deriva
genética y las barreras al flujo génico. Pueden dividirse en marcadores de
herencia biparental (isoenzimas, microsatélites y otros) o uniparental (ADN de
mitocondrias y cloroplastos). El flujo génico es relativamente mayor en
marcadores de herencia biparental, ya que sufren los procesos involucrados en
la reproduccién sexual, recombinacion y segregacion independiente, y en el
caso de las plantas pasan a la siguiente generacion a través de dos vectores,

el polen y las semillas. Por el contrario, los marcadores de herencia uniparental

22



poseen menor tasa de mutacion dada por los errores que se producen durante
la duplicacion del ADN. Asi, los distintos marcadores poseen diferentes tasas
de mutacion, gracias a las cuales es posible analizar procesos que afectan las
poblaciones en diferentes ventanas temporales (Petit et al., 2005).

Utilizando marcadores biparentales nucleares es posible analizar
procesos como las glaciaciones del Cuaternario, que afectan las tasas de flujo
génico y deriva contemporaneos sobre el acervo genético de especies de
plantas (Hewitt, 2000). Ejemplo de este tipo de marcadores usados desde el
inicio del desarrollo de la disciplina de la genética de poblaciones son las
isoenzimas; cuya diferencia de movilidad electroforética debido a diferencias en
su carga eléctrica y tamafio molecular permite detectar distintas isoenzimas y
aloenzimas. Los isoenzimas comprenden todas las formas enzimaticas con
funcidn similar producidas por diferentes loci génicos, es decir enzimas que
catalizan la misma reaccion pero codificadas en distintos sitios del genoma. Las
aloenzimas son variaciones en las cadenas polipeptidicas que representan
diferentes alternativas alélicas del mismo locus, es decir variantes de un gen en
una posicion determinada dentro del genoma. Las isoenzimas han sido
utilizadas por ejemplo para analizar la supervivencia in situ de numerosas

especies lefilosas de Patagonia (Sérsic et al., 2011).

Otros marcadores moleculares biparentales mas recientemente
desarrollados son los microsatélites o secuencias simples repetidas, que
consisten en secuencias de ADN de uno a cinco nucleétidos, cuya variacion en
el numero de repeticiones en tandem crea diferentes alelos que se distinguen
entre si por la longitud total del fragmento. Generalmente se encuentran en
zonas no codificantes del ADN y por lo tanto poseen una alta tasa de mutacion,
gue los hace altamente polimorficos. Tanto las isoenzimas como los
microsatélites presentan herencia mendeliana y se expresan de manera
codominante, permitiendo por lo tanto distinguir los estados homocigota y/o
heterocigota de los genotipos de los individuos. Se utilizan para caracterizar la
estructura genética de las poblaciones en cuanto a diversidad, divergencia y

endogamia (Kirk y Freeland, 2011).
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El ADN del cloroplasto (ADNc) es considerado un marcador mas
conservado temporalmente debido a su herencia uniparental y baja tasa de
mutacion, que permite reconstruir relaciones genealdgicas entre haplotipos y
desarrollar analisis filogeogréaficos (Kremer y Petit, 1993; Petit et al., 1993). En
este sentido regiones no codificantes del ADNc han sido utilizadas para evaluar
procesos histéricos ocurridos en Patagonia previos al Pleistoceno. En linajes
antiguos como Nothofagus los polimorfismos de ADNc pueden reflejar patrones
de dispersién y vicarianza que ocurrieron durante migraciones y aislamientos
histéricos (Premoliet al., 2012b; Acosta et al., 2014).

El uso combinado de distintos marcadores moleculares permite
diferenciar entre los patrones historicos y contemporaneos de flujo génico.
Representan una herramienta crucial para evaluar las consecuencias genéticas
de modificaciones pasadas en la distribucion de las especies y de esa manera
predecir potenciales escenarios futuros, sobre todo frente al cambio climatico

global.

Generalmente se considera que las poblaciones marginales exhiben
baja diversidad genética y mayor diferenciacidbn genética como consecuencia
del conjunto de fuerzas evolutivas actuantes, sin embargo este supuesto esta
pobremente probado (Eckert etal., 2008). La forma de analizar los distintos
factores sobre las poblaciones marginales se analizara en esta tesis
combinando marcadores moleculares de distinta tasa de mutacion que
permiten desentrafiar por un lado efectos historicos (si las poblaciones son
relictuales de una distribucion mas amplia en el pasado) utilizando secuencias
conservadas de ADN del cloroplasto, los efectos de la seleccidon (en relacion
con el gradiente de precipitacion) utilizando experimentos de jardin comin y
manipulativos de estrés hidrico y la influencia de la deriva y el aislamiento

utilizando marcadores de herencia biparental.
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1.6 Experimentos de jardin comin y manipulativos para el estudio de
adaptaciones locales

El fenotipo es el conjunto de caracteres observables que un individuo presenta
como resultado de la interaccion entre su genotipo (constitucion genética) y el
medio ambiente. La capacidad de un organismo de presentar distintos
fenotipos en respuesta a cambios ambientales se denomina plasticidad
fenotipica o aclimatacién; y el conjunto de respuestas fenotipicas en un
gradiente ambiental se define como norma de reaccion. Cuando estas
respuestas tienen base genética existe una respuesta evolutiva adaptativa a los
distintos ambientes (Kopp y Matuszewski, 2014). La supervivencia de una
especie puede ser facilitada en gran medida por la plasticidad fenotipica, y la
variacion en la plasticidad heredable puede acelerar la evolucion genética
(Kopp y Matuszewski, 2014).

Los efectos combinados de las fuerzas evolutivas como la deriva
genética, el flujo génico y la seleccion natural, determinan las caracteristicas
genéticas de las poblaciones. A diferencia de las dos primeras fuerzas
evolutivas mencionadas anteriormente consideradas neutrales, la seleccion
natural consiste en la reproduccion diferencial de genotipos que opera cuando
algunos individuos presentan rasgos adaptativos con base genética y dejan

mayor descendencia que otros individuos de la poblacién (Pierce 2010).

Las caracteristicas genéticas de las poblaciones pueden analizarse
mediante marcadores moleculares. Sin embargo, el uso de marcadores
moleculares neutrales tradicionales como las isoenzimas y los microsatélites,
analizan los efectos de la deriva genética y el aislamiento y por lo tanto no
permiten evaluar potenciales diferencias adaptativas producto del efecto de la
seleccion natural. Con el fin de analizar y poder separar el componente
genético del ambiental se pueden realizar experimentos de genética ecoldgica
como en jardines comunes (Villemereuil et al., 2016). Existen distintos disefios
experimentales, dependiendo de su duracién (largo o corto plazo) y el grado de

manipulacion o control de las condiciones ambientales.
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En los estudios de jardin comun (a campo o invernadero) se cultivan
plantas de distintas procedencias bajo condiciones homogéneas con el objetivo
de discriminar si las diferencias fenotipicas observadas a campo poseen base
genética producto del efecto selectivo de ambientes contrastantes. Estos
experimentos permiten determinar la potencial base genética de la variacion
fenotipica. Sin embargo, los estudios bajo condiciones homogéneas por si
mismos no pueden proveer informacion sobre el valor adaptativo diferencial de
la variacion fenotipica. Por lo tanto, para poder analizar la ventaja adaptativa de
ciertos genotipos en relacién con determinados ambientes, se utilizan otros
abordajes metodologicos como la manipulacion de factores ambientales en

condiciones controladas.

Si el objetivo de un estudio es analizar la influencia de un determinado
factor ambiental, los ensayos en jardin comun con manipulacién en invernadero
permiten minimizar la variabilidad y efecto de los factores que no estan siendo
objeto de estudio. Por ejemplo, si se quieren investigar los efectos de la
disponibilidad de agua, se deben controlar todos los demas factores
(condiciones de luz, temperatura, nutrientes, etc) para que, de esta forma, la
variacion fenotipica encontrada pueda asociarse a variacion genética

relacionada al factor en estudio.

La persistencia de las poblaciones bajo cambios ambientales como el
cambio climéatico global, puede ser posible si las poblaciones incluyen variantes
genéticas adaptadas a esos ambientes (Sabatier et al., 2011), y/o exhiben alta
plasticidad fenotipica (Safriel et al., 1994). La adaptacion local de las plantas
puede definirse como la mayor aptitud de los individuos locales en su lugar de
origen en comparacion con individuos no locales de la misma especie (Biere y
Verhoeven, 2008). En particular, las poblaciones ubicadas hacia los margenes
de distribucién de las especies pueden presentar fenotipos novedosos debido a
la intensa seleccion resultante de cambios evolutivos y ecolégicos (Hardie y
Hutchings, 2010).

En esta tesis se realizaron experimentos de jardin comin vy
manipulativos de déficit hidrico para comparar las respuestas ecofisioldgicas de

plantulas de procedencia marginal y central de Nothofagus pumilio identificando
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si existen diferentes respuestas adaptativas y/o plasticas entre ambos tipos de
poblaciones.

1.7 La especie bajo estudio

Nothofagus pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser, es la principal especie que
domina zonas de montafia y de altas latitudes de Patagonia, donde
generalmente forma bosques puros. Se la conoce popularmente con el nombre
de “lenga”, palabra proveniente de la lengua mapuche “mapuzungun”. Presenta
una gran distribucién geografica encontrdndose en los distintos tipos de
bosques de templado calidos a frios en los Andes Australes, a lo largo de
aproximadamente 3000km de la Cordillera de los Andes (Fig. 1.4). Juntamente
con N. antarctica, N. pumilio posee el mayor rango de distribucion latitudinal en
Patagonia. Su centro de distribucion se encuentra alrededor de los 41°S donde
forma el limite altitudinal superior del bosque aproximadamente a los 2000 m
sobre el nivel del mar (Veblen et al., 1996). Ademas a esta latitud la especie
presenta un amplio gradiente longitudinal el cual permite seleccionar un amplio
numero de poblaciones para su estudio. Hacia el este domina el ecotono entre
los bosques y la vegetacion subalpina. Abarca desde los 35°35°S por el sector
chileno occidental de la Cordillera de los Andes y desde los 36°50°S segun
Tortorelli (1956) o los 37°30°S segun Cozzo (1967) por el sector argentino
oriental de la misma Cordillera, hasta el extremo austral del continente a los
56°S (Donoso, 1995).

N. pumilio es una especie de interés forestal explotada principalmente en
el extremo austral de su distribucién en Tierra del Fuego (Martinez Pastur et al.,
2004; Martinez Pastur et al., 2007). A estas latitudes los bosques de N. pumilio
pueden extenderse hasta el nivel del mar sobre la costa Atlantica (Veblen et al.,
1996). Es una especie monoica y con dispersion anemdfila de polen. Al igual
gue otras especies cercanamente emparentadas del subgénero Nothofagus es
principalmente auto-incompatible (Riveros et al., 1995) y con altas tasas de
fecundacion cruzada (Premoli, 1997). Sin embargo, posee relativamente baja

tasa de germinacion de semillas (no supera el 26 %, Premoli, 2004) y limitada
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dispersion de las mismas, ya que ocurre fundamentalmente por gravedad y
poseen escasa dispersion, sélo 110 m del arbol semillero (Barrera et al., 2000;
Cuevas, 2000). Sus hojas son deciduas, de 2 a 4cm de largo, borde crenado
con una escotadura internervial, base levemente asimétrica y peciolos de hasta
0,5 cm de largo (Dimitri y Milano, 1950) (Fig. I.5). Sus plantulas suelen crecer
lentamente durante varios afios en el sotobosque sombreado creando bancos
de plantulas en espera de aperturas del dosel para prosperar (Martinez Pastur
et al., 2007).

Sobre las laderas de montafia N. pumilio muestra variacion continua
(clinal) en rasgos morfoldgicos hasta alcanzar el limite de la vegetacion arbérea
(Premoli, 2004). En el extremo inferior del gradiente altitudinal, crece como
arboles erectos alcanzando hasta 30 m de altura y diametros de 1,7 m,
mientras que en el limite altitudinal superior, producto de las condiciones
extremas, presentan una forma achaparrada y retorcida denominada
‘krummholz” (en aleman, krummholz significa arbol de forma achaparrada)
(Hueck, 1978; Donoso, 1981). Al igual que otras especies emparentadas sus
ramas son aplanadas en estratos y flexibles, permitiendo que la nieve se
deslice sin quebrarlas. En cuanto a longevidad las edades maximas rondan los
350 afios (Veblen et al., 1996; Fajardo y Piper, 2011), pero se han datado
individuos que alcanzan mas de 400 afios de edad (Villalba et al., 1997). Dados
sus rangos de distribucion, caracteristicas funcionales y morfologicas de sus
hojas y estudios ecofisiolégicos, N. pumilio se considera una especie tolerante
al frio de la misma manera que otros miembros del subgénero Nothofagus. Sin
embargo, en comparacion a otros congéneres, presenta una escasa amplitud
térmica (Alberdi, 1987) y limitaciones a temperaturas extremadamente bajas,
por lo tanto suele ocupar sitios microclimaticamente mas moderados (Premoli,
2004).

Debido a su amplio rango de distribucion N. pumilio se ve afectada por
los gradientes ambientales altitudinal, latitudinal y longitudinal. La variacion en
caracteres de base genética fue objeto de estudios previos en los gradientes
altitudinal y latitudinal mientras que la variacion a lo largo del gradiente
longitudinal aiin no ha sido explorada. En relacién al gradiente altitudinal se han

descrito patrones de variacién en distintas caracteristicas fenotipicas (e.g.

28



Barrera etal.,, 2000; Cuevas, 2000; Premoli, 2004), se han realizado
experimentos de jardin comun (Premoli etal., 2007), trasplantes reciprocos
(Mathiasen y Premoli, 2016), y se ha analizado la variacién genética (Premoli,
2003; Mathiasen y Premoli, 2013).

A lo largo del gradiente altitudinal N. pumilio presenta una variacion
morfologica significativa en sus formas de crecimiento y en el modo de
regeneracién, lo que podria resultar en una compleja estructuracion genética
en las poblaciones que habitan condiciones contrastantes del gradiente
altitudinal, e incluso presentar adaptaciones locales a ambientes extremos en
sitios donde las condiciones climéaticas son adversas. Asi, por ejemplo, un arbol
adulto puede alcanzar hasta 30 m de altura en el limite altitudinal inferior del
gradiente donde forma bosques puros, y va decreciendo paulatinamente hasta
transformarse en plantas de forma achaparrada o de “krummholz” en el limite
altitudinal superior del bosque. El tamafio de las hojas también decrece con la
altitud y se reduce la estacion de crecimiento (Rusch, 1993). Muchas de estas
variaciones morfolégicas podrian estar determinadas por la combinacion de
plasticidad fenotipica (potencial para desarrollarse bajo distintas condiciones
ambientales) y diferencias genéticas de la especie. Las marcadas variaciones
en caracteres autoecoldgicos que existen en los extremos del gradiente
altitudinal han demostrado tener una base genética (Premoli, 2004; Premoli
et al., 2007; Premoli y Brewer, 2007). Se ha descrito ademas un alto grado de
asociacion fenoldgica con la altitud, habiendo un desfasaje de 2 semanas en la
apertura de las yemas (y por lo tanto en la floracion) entre sitios de los limites
altitudinal inferior y superior (Rusch, 1993). Existe un retardo en la brotacion de
yemas y apertura de hojas entre 5-9 dias por cada 100 m de incremento con la
altura (Barrera et al., 2000). EI mantenimiento de estas diferencias en jardin
comun demostr6 que la fenologia de la brotacibn esta determinada
genéticamente (Premoli et al., 2007) y confiere ventajas adaptativas (Mathiasen
y Premoli, 2016).

Los modelos demograficos en gradientes altitudinales de N. pumilio
mostraron que la disponibilidad de semillas y el establecimiento de adultos se
vuelven cada vez mas escasos con el aumento de la altitud, lo que lleva a la

formacion de un borde abrupto cominmente visto en el limite altitudinal
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superior del bosque. Si bien N. pumilio alcanza la madurez reproductiva a partir
de los 20-30 afios, la produccion de semillas varia en el tiempo con ciclos de
alta produccion cada 8 afios (Cuevas, 1999, 2000). Se ha demostrado que la
viabilidad y el porcentaje de germinacion de las semillas son mayores en afios
de alta produccién (masting). Hacia el limite altitudinal superior del bosque la
produccion de semillas es menor, y la regeneracion ocurre principalmente por
una abundante produccion de rebrotes (y escasa de renuevos) (Martinez
Pastur, 1997; Cuevas, 2000; Daniels, 2000; Premoli, 2004). En cambio, en el
limite inferior del bosque la regeneracién de N. pumilio ocurre principalmente
gracias a la apertura de claros bajo el dosel, ya sea por la caida de arboles
(Heinemann et al., 2000) u otros disturbios a mayor escala (e. g. avalanchas,

incendios, vulcanismo).

Estudios de diversidad genética mediante analisis de isoenzimas
desarrollados en tres cerros en el NO de la Patagonia mostraron que la
diversidad genética en N. pumilio disminuye con la altitud, y que ademas las
poblaciones ubicadas en la misma franja altitudinal en distintos cerros eran mas
similares entre si que con las poblaciones pertenecientes a otras franjas
altitudinales del mismo cerro. Esto se atribuye a las diferencias fenoldgicas
encontradas con la altitud, que restringen el flujo génico aislando
reproductivamente a las poblaciones separadas por escasos cientos de metros
dentro de un mismo cerro y facilitando el intercambio genético entre franjas

altitudinales similares de distintos cordones montafiosos (Premoli, 2003).

A nivel de rodal, el andlisis de la estructura genética espacial a escala
fina de N. pumilio utilizando marcadores isoenzimaticos y de microsatélites con
un disefilo de muestreo espacialmente explicito en condiciones contrastantes
del gradiente altitudinal en tres pares de sitios de estudio, mostraron que el
modo de regeneracion afecta la distribucidén espacial de los genotipos a escalas
espaciales menores a los 100 m (Mathiasen y Premoli, 2013). En bosques de
baja a mediana altitud la diversidad genética es mayor y la estructura
demografica mas compleja. La regeneracion predominante por semillas y el
establecimiento de plantulas en claros abiertos bajo el dosel en sitios cercanos
al arbol semillero, contribuyen a un agrupamiento espacial de individuos con

genotipos emparentados. En cambio, en el limite altitudinal superior, predomina
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la regeneracion vegetativa con una esporadica reproduccion sexual, debido a
gue las condiciones climaticas adversas no son favorables para la produccién
de semillas y establecimiento de plantulas en dichos sitios, o que contribuye a
una mayor homogeneidad genética y una marcada estructuracion intra-

poblacional mantenida por rebrote (Mathiasen y Premoli, 2013).

Experimentos de jardin comun realizados con plantulas provenientes de
condiciones contrastantes del gradiente altitudinal colectadas en bosques de N.
pumilio al norte de su rango (Valle del Challhuaco a 1100 y 1500 m s.n.m) que
fueron cultivadas durante 4 afios en condiciones homogéneas, muestran que
caracteristicas arquitecturales de las plantas, rasgos morfoldgicos de las hojas
y la fenologia foliar difieren significativamente con la altitud (Premoli et al.,
2007). Las plantulas provenientes de bosques de baja altitud presentan mayor
elongacion del tallo, hojas de mayor tamafio en lugares donde la competencia
por luz es el mayor limitante del crecimiento, mientras que las plantas del limite
altitudinal superior presentaron un crecimiento mas compacto, con tallos mas
cortos y mayor numero de ramas, hojas mas pequefias y elongadas, y ademas
la apertura de las yemas es mas tardia en plantas provenientes de localidades
donde los fuertes vientos y la mayor irradiacion solar favorecen este tipo de
crecimiento (Premoli et al., 2007). Las diferencias encontradas entre plantas
provenientes de distintos sitios aun en condiciones de jardin comun, estarian
indicando que las plantas de N. pumilio de altura presentan adaptaciones en
los patrones de crecimiento y en la fenologia en respuesta a presiones de

seleccion extremas que estarian fijadas genéticamente.

El valor adaptativo de las variaciones morfologicas y genéticas a lo largo
del gradiente altitudinal se evalué a través de experimentos de trasplante
reciproco a largo plazo durante 10 afios (Mathiasen y Premoli, 2016). En el sitio
experimental de baja altitud, las plantas locales presentaron mayor crecimiento
gue las plantas traslocadas. Alli, las plantas de altura presentaron un mayor
crecimiento que en su sitio de origen; sin embargo, la supervivencia fue menor.
En el sitio ubicado en el limite altitudinal superior, las plantas provenientes de
sitios de baja altitud superaron en crecimiento a las plantas locales, y
presentaron una alta supervivencia, lo que sugiere que bajo escenarios de

calentamiento global los genotipos adaptados a las condiciones extremas de
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sitios de altura podrian perderse y ser reemplazados por genotipos mas
plasticos y/o con mayor polimorfismo genético provenientes de sitios de menor
altitud durante el proceso de migracién altitudinal esperado por el cambio
climéatico (Mathiasen y Premoli, 2016).

En relacién al gradiente latitudinal, se realizaron andlisis-filogeogréaficos
en combinacion con técnicas de modelaje de nicho. En base a secuencias del
ADN del cloroplasto se demostr6 que poblaciones de N. pumilio habrian
sobrevivido en refugios a lo largo de su rango actual durante el Ultimo maximo
glaciar. Se encontraron dos grupos monofiléticamente simétricos segregados
latitudinalmente con una disyuncion significativa al norte y al sur de los 42°S
conteniendo 11 y 3 haplotipos Unicos (es decir, solamente presentes en uno de
los grupos de poblaciones segregados latitudinalmente), respectivamente
(Mathiasen y Premoli, 2010). Las poblaciones ubicadas hacia el sur no
mostraron evidencia de menor diversidad genética que las del norte y sus
parametros poblacionales de heterocigosis y riqueza alélica presentan mayores
valores utilizando marcadores isoenzimaticos (Mathiasen y Premoli, 2010). Si
bien, en parte los resultados de ADNc son congruentes con la subsistencia de
N. pumilio en refugios glaciarios a ambos extremos de la distribucion latitudinal,
la antigiiedad datada de dicha disyuncion da cuenta de un evento de vicarianza
debido a una barrera al flujo génico prolongada y antigua ocurrida a latitudes
medias de Patagonia que precede a las glaciaciones (Premoli et al., 2012b;
Acosta et al., 2014).

También se detecté que las poblaciones ubicadas a latitudes medias de
Patagonia son las que poseen mayor diversidad y que esta puede deberse a un
contacto secundario entre dos acervos genéticos ya diferenciados previamente
al pleistoceno (Mathiasen, 2010). Un modelaje de las temperaturas de
Patagonia durante el ultimo maximo glaciar indic6 que las poblaciones a
latitudes medias fueron las que alcanzaron las mas bajas temperaturas. Por lo
tanto, estos resultados sugieren la presencia de un acervo genético que fue
aislado debido al clima extremadamente frio que afectd la persistencia de las

poblaciones a latitudes medias (Premoli et al., 2010).
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A diferencia de los gradientes latitudinal y altitudinal, el gradiente
ambiental longitudinal marcado por la abrupta variacion en las precipitaciones
ha sido escasamente analizado. En el norte de la Patagonia, a lo largo de una
distancia de 100 km o menos, es posible encontrar una diferencia en la
precipitacion que puede superar los 4000 mm. Esto se debe a la influencia de
los vientos predominantes del Pacifico y la presencia de la Cordillera de los
Andes, que determinan el marcado gradiente de precipitacion oeste-este. Asi,
cerca del centro de su distribucion (41°S) la precipitacion anual supera los 5000
mm sobre las laderas oeste de los Andes (5600 mm en Antillanca) y menos de
800 mm en los sitios mas orientales del bosque de N. pumilio en Argentina
(Veblen et al., 1996). Por otro lado, si bien recientemente se ha sugerido que N.
pumilio, habria persistido durante periodos frios en refugios hacia el extremo
oriental de su distribucion actual, hasta en areas tan australes como Tierra del
Fuego a 55° de latitud sur (Premoli et al., 2010), no se ha estudiado aun si las

poblaciones marginales del norte habrian actuado también como refugios.

1.8 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es analizar las caracteristicas genéticas
neutrales y adaptativas e identificar las fuerzas ecologico-evolutivas que actian
sobre las poblaciones de Nothofagus pumilio (lenga) ubicadas hacia los

extremos de precipitacion de su distribucion en el norte de su rango.

1.9 Objetivos especificos e hipotesis particulares

Objetivo 1 Analizar la persistencia in situ a largo plazo de las poblaciones
ubicadas hacia los margenes orientales secos y occidentales humedos del
rango de Nothofagus pumilio a lo largo del tiempo, utilizando secuencias no

codificantes del ADN del cloroplasto y genotipos de marcadores biparentales.

*

% Hipdtesis 1 Las poblaciones de Nothofagus pumilio sobrevivieron in situ a

los cambios en el clima tanto en el extremo seco como el hiumedo.
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> Prediccion 1 Se espera que zonas de elevada diversidad genética y/o
con presencia de variantes genéticas particulares, correspondan a zonas

refugio.

Objetivo 2 Determinar las variables climéaticas de mayor influencia sobre la
variacién genética de las poblaciones a lo largo de gradientes ambientales.

0,

% Hipotesis 2 Los gradientes ambientales latitudinal, altitudinal y longitudinal

de Patagonia modelan la diversidad genética de Nothofagus pumilio.

> Prediccion 2 Se espera que Nothofagus pumilio presente mayor
diversidad genética bajo condiciones ambientales Optimas para su
desarrollo.

Objetivo 3 Comparar las respuestas ecofisiologicas a experimentos de jardin
comun y déficit hidrico sobre plantulas de poblaciones centrales y marginales
de Nothofagus pumilio identificando si existen diferencias adaptativas entre
ambos tipos de poblaciones provenientes de los extremos del gradiente de

precipitacion.

% Hipdtesis 3 Las condiciones ambientales en los margenes de la distribucion
de Nothofagus pumilio generan presiones de seleccién diferenciales.

» Prediccion 3 Se espera que en ambientes donde la especie se
encuentra en condiciones de sequias estivales, las poblaciones
muestren caracteres ecofuncionales relacionados con la reducida
disponibilidad de agua durante la estacidbn de crecimiento que les

permitan sobrevivir tales condiciones adversas.
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.10 Tablas y Figuras
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Figura I.1 Posibles origenes de poblaciones marginales. A) Poblaciones relicto
de una distribucion mas amplia de la especie en el pasado. B) Poblaciones
nuevas de una especie que se encuentra expandiendo su rango de
distribucion.

A)

B)

36



Figura .2 Gradiente de precipitacion oeste-este sobre la Cordillera de los
Andes a los 41°S mostrando la ubicacion de poblaciones marginales y
centrales de Nothofagus pumilio.
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Figura 1.3 Efecto sombra de precipitacion sobre la Cordillera de los Andes.
Fuente https://www.nahuelhuapi.gov.ar/flora.html.
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Figura 1.4 Mapa del area de distribucion espacial de N. pumilio en los Andes
del sur (A), y fotografias donde se muestran poblaciones ubicadas en los
extremos de los gradientes latitudinal (B), longitudinal (C), y altitudinal (D).
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Figura 1.5 Caracteristicas de la especie Nothofagus pumilio. A) Flores
masculinas, B) Flores femeninas, C) Semillas y D) Hojas.
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Capitulo II Diversidad genética y flujo génico histdrico y actual en
poblaciones marginales y centrales de Nothofagus pumilio del
norte de Patagonia
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II.1 Introduccion

La biogeografia comprende el estudio de las distribuciones presentes y
pasadas de las especies en un contexto evolutivo. La comprensién de los
patrones geograficos en la abundancia de las especies y las poblaciones puede
proporcionar informacion sobre preguntas ecolégicas y evolutivas
fundamentales, por ejemplo cémo fluyen los genes entre las poblaciones y
coémo se modifican los rangos de las especies bajo condiciones climaticas
cambiantes (Sagarin y Gaines, 2002).

Hacia el centro geografico de distribucién de una especie se postula que
las poblaciones suelen ser mas abundantes, se encuentran dentro de su rango
de tolerancia ecoldgica y bajo condiciones 6ptimas para su desarrollo (Eckert
et al., 2008). A medida que las condiciones se alejan del éptimo ecoldgico las
poblaciones se tornan cada vez menos abundantes (Hengelveld y Haeck, 1982;
Brown, 1984). Por lo tanto, hacia los limites del rango de su distribucion, las
poblaciones se vuelven mas pequefias y espacialmente aisladas entre si
(Brussard, 1984; Lawton, 1993; Vucetich y Waite, 2003), a estas poblaciones
se las denomina marginales. En términos genéticos, se considera que existira
una baja diversidad genética dentro y mayor diferenciacion genética entre las
poblaciones marginales como consecuencia de un menor tamafo efectivo
poblacional y mayor aislamiento geogréafico (Sagarin y Gaines, 2002; Eckert
etal.,, 2008; Trumbo etal., 2016). Es decir, tales caracteristicas genéticas
estarian asociadas a efectos combinados de la deriva génica (variacion
aleatoria en las frecuencias alélicas, que suele tener mayor efecto en
poblaciones pequefas), y el aislamiento (reduccion del flujo génico). Por otro
lado, es probable que las poblaciones marginales sean afectadas por fuerzas
evolutivas tales como la endogamia producto del aislamiento histérico y la
seleccion natural (Lesica y Allendorf, 1995; Vakkari et al., 2009). En particular,
las poblaciones marginales se caracterizan por estar sometidas a altas
intensidades de seleccion cuyos efectos pueden ser variados. Si bien puede
prevalecer la seleccion unidireccional, lo cual puede reducir la variacion
genética para caracteres adaptados a condiciones extremas (Kopp Yy

Matuszewski, 2014), también podria existir mayor diversidad adaptativa
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asociada a condiciones fluctuantes (Eckert etal., 2008). Si bien existe
evidencia de que ciertas poblaciones muestran las caracteristicas genéticas
planteadas en el contexto central-marginal, otros trabajos no cumplen con
dichas predicciones (Sagarin etal., 2006; Eckert etal.,, 2008; Hardie y
Hutchings, 2010).

Desde el punto de vista demogréfico, la idea de abundancia central
supone que el flujo génico entre poblaciones centrales y marginales es
asimétrico, siendo mayor desde el centro (fuente) hacia los margenes
(sumideros), lo cual limitaria la divergencia adaptativa entre poblaciones
(Hoffmann y Hercus, 2000). Por esta razén, se ha sugerido que la distribucién
de las especies estaria restringida por un elevado flujo génico desde
poblaciones centrales hacia marginales evitando adaptaciones locales y la
consiguiente expansion del rango ( Haldane, 1956; Kirkpatrick y Barton, 1997).
No obstante, otros autores sostienen que no existe evidencia suficiente en
ambientes naturales de que el flujo génico asimétrico pueda “inundar de genes”
(“swamping genes”) provocando maladaptacién (Sexton et al., 2014; Sexton y
Dickman, 2016; Pironon et al., 2017). Sin embargo, cuando el flujo es reducido
y el ambiente ejerce intensas presiones de seleccion, las poblaciones
marginales pueden divergir fuertemente y albergar componentes importantes

de variacion intraespecifica (Hardie y Hutchings, 2010).

Dado que las condiciones ambientales y los rangos de las especies
cambian a lo largo del tiempo, poblaciones actualmente consideradas ecologica
0 geograficamente centrales pueden haber sido marginales en el pasado y
viceversa (Pironon et al., 2017). Entender los procesos y patrones del flujo
génico y adaptacion local requiere un conocimiento detallado de como las
caracteristicas del paisaje estructuran las poblaciones y cémo lo hicieron en el
pasado. Esta comprension es crucial, no sélo para mejorar el conocimiento
ecoldgico, sino también para gestionar adecuadamente la diversidad genética
de las poblaciones (Manel et al., 2003) en especial hacia los margenes de
distribucion donde las poblaciones suelen estar fragmentadas, mas
susceptibles a cambios o fluctuaciones ambientales y en consecuencia mas

propensas a extinciones locales (Kawecki, 2008).
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La presuncion de abundancia central supone una concordancia entre la
marginalidad geogréfica y la marginalidad ecolégica. Sin embargo, este
supuesto, al igual que el de menor diversidad genética hacia los méargenes,
esta siendo sujeto a debate (Vila-Cabrera et al., 2019). Generalmente los
trabajos sobre el tema no han evaluado realmente si las condiciones
ambientales se vuelven menos Optimas o de menor calidad hacia los margenes
de distribucion y recientemente se ha demostrado que la marginalidad
geogréfica y ecoldgica no siempre coinciden (Pironon et al., 2017; Vila-Cabrera
et al., 2019).

La genética de poblaciones estudia los niveles de variacién genética
dentro y entre las poblaciones de las especies y los explica en relacién a la
accion de las distintas fuerzas evolutivas. El equilibrio de Hardy- Weinberg
(HW) es un modelo que describe como se comporta la variacidon genética en
ausencia de tales fuerzas evolutivas y por lo tanto provee de la hipotesis nula
con la cual se contrastan los datos de poblaciones naturales. Cuando una
poblacién se encuentra en equilibrio HW las frecuencias genotipicas y alélicas
se mantienen constantes de generacién en generacion, por lo tanto, las
desviaciones del equilibrio HW sugieren la accion de fuerzas evolutivas. En
1965 Wright desarrollé otra herramienta de suma importancia para el estudio
de la genética de poblaciones, los estadisticos F, que permiten analizar la
estructuraciéon de las poblaciones en base a la distribucién de la variacion

genética en distintos niveles jerarquicos, individual, subpoblacion y poblacion.

La historia biogeografica de Patagonia se encuentra altamente
influenciada por fendmenos geoldgicos y climaticos, antiguos vy
contemporaneos. El surgimiento de la cordillera de los Andes ocurrido durante
el Mioceno, fue un fendmeno orogénico de gran trascendencia. Al elevarse la
cadena montafiosa, se drenaron simultdneamente las paleocuencas que
caracterizaban la region patagoénica y se modifico la circulacién de los vientos,
generando un fuerte cambio climatico y ecoldgico al este de la cordillera
(Blisniuk et al., 2005). De esta manera, se origin0 una de las sombras
orogréficas de lluvias mas pronunciadas del planeta (Blisniuk et al., 2006)

provocando un abrupto gradiente de precipitacion (Barreda et al., 2007).
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En el limite entre el Mioceno y el Plioceno el clima se fue enfriando
progresivamente dando lugar a las primeras glaciaciones patagdnicas hace
aproximadamente 5-7 Ma (Rabassa et al., 2005). Posteriormente, hace unos
1,8 Ma, el Pleistoceno se caracteriz6 por oscilaciones climaticas de periodos
glaciarios alternados con breves periodos interglaciarios (Rabassa et al., 2005).
Esta variabilidad climatica impuso un estrés Unico sobre las especies
provocando el aislamiento de comunidades, la reduccién y la fragmentacién de
hébitats y el empobrecimiento de las floras establecidas durante el Paledgeno
(Markgraf y McGlone 2006). Las consecuencias de estos factores geolégicos y
climaticos sobre las poblaciones difirieron segun las distintas caracteristicas de
historia de vida de las especies (i.e. autoecoldgicas.) afectando su distribucion.
Se ha postulado que especies tolerantes al frio habrian sobrevivido localmente
los periodos glaciarios pleistocénicos, en sitios microclimatologicamente
favorables a lo largo de sus rangos actuales de distribucion aun en areas que
se consideran haber estado glaciadas. Esta hipotesis, denominada de refugios
multiples sensu Premoli (1998), se ha visto respaldada por los niveles elevados
de diversidad genética encontrados hacia el este de los Andes y su elevada
similitud genética con poblaciones al oeste de los mismos en Fitzroya
cupressoides (Premoli etal.,, 2000). Evidencia genética en otras especies
tolerantes a las bajas temperaturas (microtérmicas) apoyaron esta hipotesis,
como en Embothrium coccineum (Souto y Premoli, 2007), Podocarpus
nubigenus (Quiroga y Premoli, 2010) y especies del género Nothofagus
(Premoli, 1997; Marchelli y Gallo, 2006; Azpilicueta et al., 2009; Pastorino et al.,
2009; Mathiasen y Premoli, 2010; Premoli et al., 2010). A diferencia de esto, las
especies susceptibles a las bajas temperaturas (mesotérmicas) habrian
sobrevivido hacia el extremo calido (norte) del bosque templado en Chile. En
este sentido, evidencias del registro de polen fésil y genéticas muestran que la
conifera Austrocedrus chilensis habria alcanzado su distribucién actual por
migracion hacia el extremo sur luego del retiro de los hielos durante el
Holoceno (Souto et al., 2015).

La utilizacion conjunta de marcadores moleculares con distintas tasas de
mutacion permite el estudio de la variacion genética de las poblaciones a

distintas escalas temporales. Por ejemplo, marcadores que por su naturaleza
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nuclear y biparental resultan altamente variables, posibilitan el estudio del
efecto de eventos contemporaneos sobre la variabilidad genética. Las
isoenzimas y los microsatélites pertenecen a este tipo de marcadores, por lo
tanto, permiten analizar procesos relativamente contemporaneos (cientos a
miles de afios) que afectan las tasas de flujo génico y deriva de las especies
(Hewitt, 2000). En cambio marcadores mas conservados como las regiones no
codificantes del ADN del cloroplasto (ADNc), con herencia citoplasmatica
materna y por lo tanto no recombinante y con menor tasa de mutacion,
permiten reconstruir patrones de dispersibn y vicarianza producto de
migraciones y asilamientos histéricos mas antiguos (decenas de miles a
millones de afos). De esta manera, para comprender mejor procesos como las
glaciaciones del Pleistoceno que dieron forma a la estructura genética
contemporanea de las plantas, se necesitan estudios basados tanto en ADNc
como marcadores nucleares, que puedan reflejar historias filogeograficas

antiguas y recientes, respectivamente (Eidesen et al., 2007).

El género Nothofagus ha sido considerado clave para el estudio de la
evolucion y biogeografia de plantas del hemisferio sur (van Steenis 1971;
Dettmann et al., 1990; Hill 1992). Al ser un linaje antiguo, los polimorfismos de
ADNc pueden reflejar patrones de dispersion y vicarianza que ocurrieron
durante migraciones y aislamientos historicos, por ejemplo durante el Terciario
(Mathiasen, 2010; Mathiasen y Premoli, 2010; Premoli et al., 2012b). Estudios
abarcando los rangos completos de distribucion de las especies del subgénero
Nothofagus utilizando ADNc muestran concordancia geografica en los patrones
filogeograficos, reflejando de esta manera una estructura geografica antigua
(previa al Pleistoceno) conservada hasta el presente (Acosta y Premoli, 2010;
Mathiasen, 2010; Mathiasen y Premoli, 2010). Esta concordancia se relaciona
con la posibilidad de hibridacion entre algunos miembros del subgénero al
compartir el mismo tipo de polen (Premoli, 1996; Stecconi et al., 2004; Quiroga
et al., 2005). Asi, las especies tolerantes al frio: N. antarctica, N. betuloides, N.
dombeyi, N. nitida y N. pumilio comparten haplotipos del ADNc producto de
eventos de hibridacion e introgresion, tanto presentes como pasados, debido a
fendbmenos de captura de ADNc (Acosta y Premoli, 2010). La datacion

molecular encontré que las divergencias en los linajes de cloroplasto de estas
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especies son previas a la historia glacial del Nedgeno, y espacial y
temporalmente concordantes con transgresiones marinas episodicas ocurridas
durante el Eoceno/Mioceno de Patagonia (Premoli et al., 2012b; Acosta et al.,
2014).

Nothofagus pumilio domina los bosques altoandinos y de altas latitudes
por lo que puede considerarse tolerante al frio. Posee una de las mayores
distribuciones  latitudinales  donde  generalmente  forma  bosques
monoespecificos y define el limite altitudinal del bosque. Debido a su amplio
rango de distribucion N. pumilio se ve afectada por tres gradientes ambientales
presentes en Patagonia: latitudinal (norte-sur), longitudinal (este-oeste) y
altitudinal de elevacion. Los mismos representan gradientes diversos dados por
un paisaje montafioso por la presencia de la Cordillera de los Andes y la
influencia de los vientos predominantes del oeste que determinan un abrupto

gradiente de precipitacion longitudinal.

Trabajos combinando marcadores nucleares (isoenzimaticos), regiones
no codificantes de ADNc y técnicas de modelaje de nicho ecoldgico
demostraron que poblaciones de N. pumilio habrian sobrevivido en refugios a lo
largo de su rango latitudinal actual (Mathiasen, 2010; Mathiasen y Premoli,
2010; Premoli et al., 2010). Ademas se ha sugerido que en areas australes
como Tierra del Fuego la especie habria persistido durante periodos frios en el
extremo oriental de su distribucion actual (Premoli et al., 2010). Sin embargo,
hasta el momento no se ha estudiado si las poblaciones del norte situadas
hacia el este habrian actuado también como refugios. Estas poblaciones,
actualmente poblaciones geograficamente marginales de la especie, se
encuentran en el ecotono entre el bosque andino patagénico y la estepa y en

zonas que habrian estado libres de hielo (Fig.ll.3).

Los marcadores moleculares son una herramienta que puede aportar a
la localizacién de posibles refugios brindando importante informacién para
dilucidar el origen y dindmica de las actuales poblaciones centrales y
marginales de N. pumilio del norte de la Patagonia. Desde un punto de vista
genético, si las poblaciones funcionaron como refugios durante periodos

glaciarios, se esperaria que fueran genéticamente diversas para marcadores
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nucleares y secuencias de ADNc producto de la permanencia in situ a lo largo
del tiempo. El estudio de la dinamica post-glacial de distribucion de las
especies y ubicacion de areas con elevada estabilidad ambiental a lo largo del
tiempo (refugios) podria ayudar a la identificacion de “hotspots” de diversidad
genética (Carnaval etal., 2009) de relevancia en conservacion y bajo

escenarios de cambio climatico.

I1.2 Objetivos particulares

Objetivo I.1 Analizar la persistencia in situ a largo plazo de las poblaciones
ubicadas hacia los margenes orientales secos y occidentales humedos del
rango de Nothofagus pumilio a lo largo del tiempo, utilizando secuencias no
codificantes del ADN del cloroplasto y genotipos de marcadores biparentales.

Objetivo 1.2 Determinar el grado de diversidad y divergencia genética, dentro y
entre poblaciones marginales y centrales respectivamente, de Nothofagus

pumilio utilizando marcadores biparentales neutrales.

I1.3 Hipotesis particulares

Las hipotesis y predicciones planteadas en este capitulo fueron las siguientes

% Hipodtesis Il.1 Las poblaciones de Nothofagus pumilio sobrevivieron in situ a
oscilaciones climaticas pasadas tanto en el extremo seco como el hiumedo.

» Prediccion Il.1 Se espera que zonas de elevada diversidad genética y/o

con presencia de variantes genéticas particulares correspondan a zonas

de refugio.

% Hipdtesis 1.2 Las poblaciones marginales y centrales de Nothofagus
pumilio sufren el efecto combinado del aislamiento y la deriva genética a lo

largo de la longitud.

48



» Prediccion 1.2 Se espera encontrar niveles similares de diversidad y
divergencia genética dentro y entre poblaciones centrales y marginales,

respectivamente ya que ambas areas habrian funcionado como refugios.

0,

% Hipotesis 1.3 Las poblaciones de Nothofagus pumilio subsistieron en

refugios a largo plazo y se expandieron localmente en areas centrales y

marginales.

» Prediccion 1.3 Se espera encontrar diferencias en las frecuencias y/o
presencia de ciertos alelos, pudiendo algunos ser exclusivos para

poblaciones tanto centrales como marginales.

I1.4 Materiales y métodos

Se estudiaron un total de 70 poblaciones de Nothofagus pumilio entre los 40° y
43° S comprendiendo un area en las que el bosque ocupa una extension
significativa a lo largo del gradiente de precipitacion que se encuentra a esas
latitudes. Se utilizaron muestras de 37 y 33 poblaciones marginales y centrales
respectivamente, siendo 6 poblaciones marginales y 9 centrales extraidas de
trabajos anteriores (Mathiasen y Premoli, 2010) (Tablas 1.1 y 1.2 y Fig.
II.1).Esta clasificacion se realizo siguiendo un criterio basado en la precipitacion
media anual de cada sitio estimada a partir de Worldclim v.1, con una
resolucién espacial de 30 seg. (Hijmans et al., 2005; http://www.worldclim.org).
Se consideraron poblaciones marginales para el muestreo aquellas inmersas
en una matriz de estepa (criterio ecologico), es decir las ubicadas en el ecotono
entre el bosque australandino y la estepa. Debido a que estos cambios en la
vegetacion son generados principalmente por el gradiente longitudinal de
precipitacion, se identificd el valor 850 mm de precipitacibn media anual como
el mas adecuado para dicha clasificacion. Todas las poblaciones fueron
utilizadas para analizar ADNc habiendo secuenciado entre 2 y 5 individuos por
poblacién. Para los andlisis isoenzimaticos se utilizaron 24 poblaciones
marginales y 18 centrales, dado que algunas poblaciones utilizadas para ADNc

se encontraban cercanas geograficamente. Para los analisis con microsatélites
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se utilizaron un total de 25 poblaciones marginales y 26 centrales analizando
un individuo por poblacién (Tablas 1.1 y 1.2 y Fig. 11.1).

Coleccion de muestras

Se colectaron muestras de follaje fresco de 30 individuos adultos seleccionados
al azar por poblacion que fueron transportadas al laboratorio en heladeras
portatiles. El nimero de individuos colectados varid en algunos sitios en
relacién con el tamafio poblacional, ya que en algunos casos, particularmente
las poblaciones marginales, consistieron de fragmentos de bosque con escasos
individuos. Todas las muestras fueron tomadas en el limite altitudinal inferior
del bosque de N. pumilio para minimizar la influencia de la altitud, con
excepcion de algunas poblaciones marginales fragmentadas, de escasos
individuos y de dificil acceso, donde los limites altitudinales superior e inferior
del bosque no estan bien delimitados. Se minimizé la influencia de la altitud
debido a que trabajos previos demostraron que tiene efectos sobre la
arquitectura, la morfologia foliar y caracteres ecofisiolégicos con base genética
(Premoli, 2004; Premoli et al., 2007; Premoli y Brewer, 2007).

La informacion contenida en este capitulo esta organizada de tal manera
gue se presentan por separado cada marcador molecular utilizado. El primero
corresponde a secuencias de ADN del cloroplasto que permitird analizar la
sefal historica por tratarse de una region conservada (es decir con baja tasa de
mutacion) en la evolucion. Luego se presentan los marcadores biparentales
tanto de isoenzimas como microsatélites que permiten analizar la influencia de

eventos contempo raneos.

Analisis de marcadores moleculares de ADN conservados

Amplificacion y secuenciacion de ADNC: Se extrajo ADN de 2 a 5

individuos por poblacion siguiendo el método con ATMAB descripto en Dumolin
et al. (1995) a partir de extractos de isoenzimas (Arbetman y Premoli, 2011). A

continuacién se amplificaron mediante reaccion en cadena de polimerasa
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(PCR), las regiones del cloroplasto de los espaciadores intergénicos trnH-psbA
(HA), trnL-trnF (LF) y psbB-psbH (BH), por ser los mas variables para N.
pumilio encontrados en trabajos anteriores (Mathiasen, 2010; Mathiasen y
Premoli, 2010).

Previo a la amplificacion se llevd a cabo una reaccion para facilitar la
liberacién del ADN con 2 uL de extracto de ADN y 6 pL de GeneReleaser®
(BioVentures). Luego las muestras se colocaron en el termociclador
(Eppendorf) bajo las condiciones de 15’ a 85 °C y se mantuvo a 32 °C. La
mezcla de reaccion de la PCR estuvo compuesta por 2 uL de extracto de ADN;
2,5 uL de buffer de reaccién 10X (Invitrogen); 1,5 uL MgCl, 50 mM; 0,5 uL de
cada dNTP; 0,75 pL de cada iniciador y 0,1 U de Taq polimerasa (Invitrogen),
en un volumen total de 25 uL. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial por 4 min a 95 °C; 35 ciclos
(desnaturalizacion por 1 min a 94 °C; anclaje por 1 min a 56 °C para BH, 56 °C
para HA y 54 °C para LF; extension por 1,5 min a 72 °C) y una extension final
por 6 min a 72 °C. El tamafio de los fragmentos fue estimado por electroforesis
en un gel de agarosa 1% y comparado con marcadores de peso molecular de 1

kb (Fermentas).

Una vez verificada la amplificacion en geles de agarosa al 1%, los
productos de PCR se purificaron, mediante una reaccion usando 0,025 yL de
Exonucleasa | (Thermo scientific), 0,25 uL de Rapid Fosfatasa Alcalina (Roche)
y 0,725 uL buffer 10 X (Roche) cada 10 pyL en un termociclador (Eppendorf)
bajo las condiciones: 15 min a 37 °C, y 15 min a 85 °C. A continuacién los
fragmentos amplificados fueron enviados a Macrogen Inc. (Seul, Corea) para

ser secuenciados.

Analisis de secuencias de ADN de cloroplasto

Las tres regiones de ADNc amplificadas fueron corregidas, alineadas y
concatenadas en una Unica base de datos combinada para los analisis

posteriores utilizando el programa MEGA7 (Kumar et al., 2015). Se
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determinaron los distintos haplotipos identificando la presencia de sitios

variables con inserciones-deleciones (indels) y sustituciones nucleotidicas.

Para cada poblacién se calcularon los siguientes parametros de
diversidad: tamafio de alineamiento, nimero de haplotipos (H), contenido
porcentual de C/G (%CG), numero de sitios variables, nimero de transiciones
(Ts), numero de transversiones (Tv), numero de inserciones / deleciones o
indels (), diversidad haplotidica (h) y nucleotidica (1) utilizando el programa
ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2015). La diversidad haplotidica es la
probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de una muestra sean
diferentes y la diversidad nucleotidica es el la probabilidad de que dos

nucleétidos homélogos tomados al azar en una muestra sean distintos.

Andlisis filogenéticos

Las relaciones filogenéticas entre los haplotipos fueron inferidas mediante
analisis Bayesiano (IB) con el programa MRBAYES v.3.1.2 (Ronquist y
Huelsenbeck 2003). Los indels de mas de un par de bases (pb) fueron
considerados como un Unico caracter producto de un unico evento mutacional.
El analisis de IB se realiz6 mediante 2 réplicas con 4 cadenas (1 fria y 3
calientes) que fueron corridas por 5000000 de generaciones, muestreando
cada 1000 generaciones y con un periodo de quemado equivalente al 10% de
los arboles muestreados. El modelo de sustitucion nucleotidica implementado
fue GTR + G y se determiné usando el programa MRMODELTEST v2.3
(Nylander 2004) bajo el criterio de informacion de Akaike (AIC). Como grupo
externo se utilizaron secuencias de tres especies del subgénero Lophozonia
(N. glauca, N. nervosa y N. obliqua). La numeracién de los haplotipos se basé
en la utilizada para esta especie en Mathiasen (2010), siendo continuada

correlativamente con la aparicion de nuevos haplotipos.

Para visualizar las relaciones entre los haplotipos se construyd una red
de Median-Joining utilizando el programa NETWORK v5.0.1.1 (Bandelt et al.,

1999) con todos los individuos analizados. Las conexiones ambiguas (“loops”)
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en la red se resolvieron segun la teoria de coalescencia (Crandall y Templeton,
1993), principalmente siguiendo el criterio geografico.

Analisis de marcadores moleculares variables

Electroforesis isoenzimatica

La extraccion de enzimas, electroforesis y tincidn isoenzimatica se realizaron
siguiendo la metodologia descripta anteriormente por Premoli (1996, 1998,
2003). El extracto proteico se obtuvo mediante la trituracion de
aproximadamente 1g de follaje fresco por individuo con nitrégeno liquido (-
185°C) y homogeneizacion en 1 ml de buffer de extraccion de Mitton et al.
(1979) en morteros de porcelana. Los extractos fueron conservados en freezer
ultrafrio a -70°C hasta el momento de realizacion de las corridas
electroforéticas. La electroforesis se realizd sobre geles de almidén al 12% p/v
(Starch Art Corporation). Esta técnica se basa en la separacion de isoenzimas
gue se diferencian en tamafio y carga (y por lo tanto presentan diferencias de
movilidad electroforética) como resultado de diferencias alélicas y entre loci. La
visualizacion o revelado de las isoenzimas se basa en su actividad catalitica,
para ellos se promueve una reaccion en la que intervienen el sustrato
especifico, cofactores y dadores de electrones y un producto coloreado. Se
analizaron cinco sistemas isoenzimaticos con dos sistemas buffer gel /
electrodo que permitieron resolver 6 loci génicos putativos. En el sistema buffer
morfolina citrato (MC) de Ranker et al. (1989) se revelaron las enzimas
aldolasa (Ald 1), isocitrato deshidrogenasa (Idh2), malato deshidrogenasa
(Mdh2, Mdh3) y shikimato deshidrogenasa (Skdh1l); y en el sistema B (CB) de
Conkle et al. (1982) se analiz6 la enzima fosfoglucoisomerasa (Pgi 2)
(Apéndice 1.3). Las porciones anddicas de los geles se cortaron en rebanadas
horizontales de aproximadamente 2 mm de espesor y se vertieron sobre ellas
las tinciones suspendidas en agarosa 1% p/v segun Mitton et al. (1979) y Soltis
et al. (1983).

Para la obtencién de los genotipos de cada sistema enzimatico, los loci y

alelos fueron numerados consecutivamente segun su movilidad relativa en el
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gel, asignando al mas anddico el nimero mas bajo siguiendo a numeracion
utilizada en estudios previos (Premoli, 2003; Mathiasen y Premoli, 2013) (Fig.
1.2 A, By C). Los loci fueron considerados putativos, ya que no se llevaron a
cabo analisis genéticos cuantitativos en individuos segregantes de esta
especie. Sin embargo, los patrones de bandas observados fueron similares a
los encontrados en los mismos sistemas enzimaticos estudiados en otras
especies y fueron consistentes con los patrones de bandeo esperados para
aquellas especies en las cuales si se han realizado analisis formales (Murphy
et al., 1996).

Amplificacion y genotipado de microsatélites

Se extrajo ADN de 1 individuo por poblacion de 25 poblaciones marginales y 26
centrales siguiendo el método con ATMAB descripto en Dumolin et al. (1995) a
partir de extractos de isoenzimas (Arbetman y Premoli, 2011). A continuacion
se amplificaron mediante PCR los loci de microsatélites ncutas4, ncutasl2,
ncutas21, ncutas22 (Jones et al., 2004) y NnBIO111 (Marchelli et al., 2008).
Estos loci fueron elegidos por haber sido utilizados anteriormente con éxito en
N. pumilio dando productos de amplificacion confiables y un niamero de alelos

considerable (Mathiasen y Premoli, 2013).

La mezcla de reaccion de la PCR contenia: 1,5 uL de extracto de ADN; 1
WL de buffer de reaccion 10X (Invitrogen); 0,4 puL de solucion de MgCl, 50 mM,;
0,2 pL de cada dNTP; 0,5 uM de cada iniciador y 0,1 U de Taq ADN polimerasa
(Invitrogen) en un volumen total de 10uL. Las condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacion inicial por 5 min a 94 °C; seguido por 35 ciclos
(desnaturalizacion por 30 seg. a 94 °C; 30 seg. a la temperatura especifica de
anclaje para cada primer (Apéndice 1.4), extension por 1,5 min a 72 °C) y una

extension final por 30 min a 72 °C.

Los productos de PCR fueron enviados a Macrogen Inc. (Seul, Corea)
para ser secuenciados mediante la técnica de electroforesis capilar. Los

distintos genotipos se identificaron con el programa Peak Scanner v 1.0
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(Guichoux et al.,, 2011) asignando a cada alelo el tamafio del fragmento
amplificado comparado con un marcador de tamafio estandar (GS500LIZ).

Analisis de datos

Se realiz6 el calculo de frecuencias alélicas para todos los loci de isoenzimas y
microsatélites analizados y se analiz6 la diferencia en la distribucion de las
mismas entre regiones marginal y central mediante chi-cuadrado (test de
heterogeneidad de frecuencias alélicas). Para ello se trataron todos los
individuos del conjunto de poblaciones de cada area (marginal y central) como
si fueran una Unica poblacion. En el caso de las isoenzimas y por contar con
multiples individuos por poblacion, se realizdé dicho andlisis a lo largo de las
poblaciones marginales por un lado y centrales por otro utilizando el programa
BIOSYS-1 (Swofford y Selander 1989).

Cada poblacion (isoenzimas) y region (isoenzimas y microsatélites) fue
caracterizada en base a distintos parametros de diversidad genética: nimero
promedio de alelos por locus (A), nimero de alelos por locus polimérfico (Ap),
porcentaje de loci polimorficos bajo el criterio sensu stricto (presencia de al
menos dos alelos independientemente de su frecuencia) (%P), heterocigosis
observada y esperada bajo la condicién de equilibrio Hardy Weinberg (Ho y He
respectivamente) utilizando el programa BIOSY S-1 (Swofford y Selander 1989);
y el numero efectivo de alelos (Ae) utilizando POPGENE v. 1.32 (Yeh et
al.,1999). También se calcularon por conteo directo a partir de las frecuencias
alélicas el numero de alelos totales (Ar), el nimero de alelos de baja frecuencia
(Bg, frecuencia < 0,1) y el numero de alelos unicos (Aup). Se calculé ademas la
rigueza alélica (Ra) con el programa FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001). Para
evaluar la existencia de diferencias significativas entre poblaciones centrales y
marginales (P < 0,05) se realizaron test de Mann Whitney pareados por locus
para los parametros de diversidad genética poblacional mediante el programa
STATISTICA v.7.0 StatSoft, Inc. (2004).

Utilizando datos isoenzimaticos y de microsatélites se calcularon con el

programa BIOSYS-1 los indices de Fijacién (F= 1-[Ho/Hg]) de cada poblacion
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(isoenzimas) y region (isoenzimas y microsatélites). Para las isoenzimas se
analizaron ademas desviaciones de la condicién de equilibrio HW por defecto
(endogamia) o exceso (exogamia) de heterocigotas por locus y poblacién
debido a que se contaba con informacion de mas de un individuo por poblacion.
Cuando F resulta positivo, el numero de heterocigotas es menor que el

esperado y cuando es negativo existe un exceso de heterocigotas.

Para ambos marcadores variables se evalud6 la ocurrencia de cuellos de
botella genéticos por poblacion (isoenzimas) y regién (microsatélites) utilizando
el programa BOTTLENECK version 1.2.02 (Piry et al., 1999). Este programa
calcula para cada muestra poblacional y para cada locus la distribucion de la
diversidad genética esperada respecto del numero observado de alelos, para
un tamafnio muestral (n) bajo el supuesto de equilibrio mutacién-deriva y bajo el
modelo de alelos infinitos (IAM). Las poblaciones que han experimentado una
reciente reduccion de su tamafno efectivo poblacional muestran una reduccion
del niamero de alelos y diversidad genética (He o heterocigosidad de Hardy-
Weinberg) en loci polimérficos, siendo la reduccion del numero de alelos mas
rapida que la reduccion de la diversidad de genes. Debido a esto, en una
poblacién que recientemente ha sufrido un cuello de botella, la diversidad
genética observada es mayor que la diversidad esperada en el equilibrio Hardy-
Weinberg que se calcula a partir del numero observado de alelos bajo el

supuesto de tamafio poblacional constante (Luikart et al., 1998).

La estructura genética poblacional se analiz6 para los datos
isoenzimaticos (dentro y entre regiones) utilizando los estadisticos F de Wright
(1965) con el programa FSTAT v.2.9.3 (Goudet 2001). Los indices Fis y Fir son
los coeficientes de endogamia intrapoblacional y total respectivamente y el
indice Fsr es una medida de divergencia interpoblacional. La significancia de
las estimaciones fue analizada mediante intervalos de confianza del 95%
calculados por permutaciones sobre todos los loci polimorficos segun Weir y
Cockerham (1984). Los valores promedio de los estadisticos F fueron
considerados significativos cuando los intervalos de confianza no incluian al

cero.
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Utilizando datos de isoenzimas y microsatélites también se realizaron
analisis de varianza molecular (AMOVA) con el objetivo de estimar los
principales componentes de varianza y analogos a las estadisticos F que
reflejan la diversidad genotipica a diferentes niveles de subdivisién jerarquica
mediante el programa GenAlEx 6.5b4 (Peakall y Smouse 2006, 2012). De esta
manera se puso a prueba la existencia de diferencias entre regiones
marginales y centrales, permitiendo calcular el porcentaje de variacion genética
debido a diferencias entre poblaciones y regiones, determinando a la vez si
dicho porcentaje es estadisticamente significativo.

Para evaluar la estructura genética espacial de las poblaciones en las
regiones marginal y central se realizaron analisis de autocorrelaciéon espacial
de los genotipos utilizando los datos de isoenzimas y microsatélites con el
programa GenAlEx 6.5b4 (Peakall y Smouse 2006, 2012). Se exploraron
distintas distancias y numeros de clases de distancias en busqueda de
desviaciones significativas respecto de una disposicion espacial aleatoria.
Finalmente se evaluaron 6 clases continuas de distancia en intervalos cada 20
km. Las desviaciones significativas para cada valor calculado fueron analizadas
mediante el célculo de intervalos de confianza del 95% por medio de
simulaciones de MCMC con 999 permutaciones. La existencia de
autocorrelacion positiva indica que las poblaciones mas cercanas entre si son

mas similares en comparacion a aquellas que estan mas alejadas.

La estructura genética se exploré para evaluar si existe diferenciacion
genética entre poblaciones o regiones y la existencia de grupos de individuos
genéticamente homogéneos utilizando datos de isoenzimas y microsatélites
con el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000, Falush et al., 2003).
Este programa se basa en un algoritmo bayesiano para establecer la
asignacion de individuos a un numero especifico de K grupos genéticos de
forma aleatoria por medio de MCMC, es decir sin suponer poblaciones
predefinidas. Bajo el modelo de frecuencias alélicas correlacionadas y un
modelo de mezcla o mixtura que permite flujo génico entre grupos (en inglés
admixture), se ejecutaron 10 corridas con valores de K 1 a 10 con 200000
iteraciones MCMC y un periodo de quemado de 100000. La mejor agrupacion

fue determinada usando el logaritmo de la probabilidad de los datos (Pritchard
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et al., 2000) y siguiendo la prueba estadistica “ad hoc” propuesta por Evanno
et al.(2005). Esta prueba considera que la moda del pardmetro Delta K de
Evanno es el mejor indicador de los probables K grupos. Los resultados fueron
analizados con STRUCTURE HARVESTER vA.2 (Earl et al., 2012) y
visualizados con el programa DISTRUCT v1.1 (Rosenberg 2004). Este analisis
no se realiz6 con los datos de ADNc debido a que el programa no admite datos
haploides.

Para evaluar el grado de aislamiento por distancia entre poblaciones se
realizaron pruebas de mantel con los tres marcadores en estudio. La prueba de
Mantel (1967) estima la correlacion entre matrices de distancia genética y
geogréfica, si el coeficiente de correlacion es significativo indica que existe una
estructura espacial que puede relacionarse a la distancia geogréfica o barreras
al flujo génico (Guillot etal., 2009). Para las isoenzimas se correlacionaron
valores de divergencia genética (Fst) y distancias geograficas en km entre
todos los pares de poblaciones utilizando el programa FSTAT v.2.9.3 (Goudet
2001). En el caso de los microsatélites y las secuencias de ADNc se
correlacionaron distancias genéticas euclideas calculadas con el programa
GenAlEx y distancias geograficas en km. Se probaron los datos sin transformar
y con distintas transformaciones (Fst linealizados como Fst/ (1-Fst) y In de las

distancias geogréficas) en busqueda del mejor ajuste lineal entre las distancias.

Para determinar el flujo génico historico y actual entre poblaciones
marginales y centrales, y evaluar su posible relacion con eventos
biogeograficos, se realizaron analisis con los tres marcadores en estudio.
Utilizando el programa MIGRATE N-v3.6.11 (Beerli y Palczewski, 2010) se
estimaron el tamafio poblacional y parametros de migracion entre las regiones
para cada marcador por separado. Las estimaciones se realizaron por
inferencia bayesiana y bajo el modelo de mutacion de movimiento aleatorio
browniano basado en la teoria de coalescencia (Beerli y Palczewski, 2010).
Este programa calcula el tamafio efectivo poblacional (6) y la tasa de migracion
escalados por la tasa de mutacion (M) (ec.ll.1 a 11.3). A partir de estos valores
se infirid el tamafio poblacional efectivo (Ng) utilizando la tasa de mutacion por
generacion y por locus (u) de cada marcador. Las tasas de mutacién para cada

marcador fueron extraidas de la literatura y siguiendo el modelo empirico
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propuesto por Petit et al.(2005) que muestra diferentes niveles de flujo génico
en marcadores con distinto modo de transmisién genética, siendo 1 x 10 para

ADNCc, 5 x 10”7 para isoenzimas y 5 x 10 para microsatélites.
0 = 4N, X p para marcadores diploides  ec.ll.1
0 = 2N X p para marcadores haploides ec.ll.2

M=m/p ec.ll3

Luego utilizando los parametros de divergencia Fst para isoenzimas, Rsr
para microsatélites y ®sr para ADNc obtenidos con el programa GenAIlEx 6.5b4
(Peakall y Smouse 2006, 2012), se calcularon los tiempos de coalescencia
promedio (TR), tiempo de coalescencia en generaciones (1), y finalmente el
tiempo de coalescencia absoluta en afos (t) (ec.ll.4 a 1l.7) siguiendo a la
metodologia usada en Souto, et al. (2015). El tiempo generacional utilizado fue
de 50 afios (Mathiasen y Premoli, 2010).

TR =4 Fgr/ 1-Fst (para isoenzimas)....... ec.ll.4
TR = 4 Rst/ 1-Rst (para microsatélites) ec.ll.5
TR =4 ®g7/ 1-Os7 (para ADNc)  ec.ll.6
T=TRXNe ec.ll.7

Para las secuencias de ADNc ademas se estimé el tiempo de
divergencia entre las poblaciones marginales y centrales utilizando un método
computacional de aproximacibn Bayesiana (Approximate Bayesian
Computation, ABC) con el programa DIYABC version 2.0 (Cornuet et al. 2014)
simulando un modelo demogréfico histérico de divergencia poblacional entre
las dos regiones. El escenario evolutivo probado consider6 dos poblaciones de
tamafio N1 (para marginales) y N2 (para centrales) que han divergido en t
generaciones en el pasado de una poblacion ancestral de tamafio N1+N2
(Apéndice 1.7). Los valores iniciales de los pardmetros demograficos se
definieron en base a varias simulaciones preliminares (que consideraron

diferentes combinaciones de valores que iban de 1 a 200.000) siguiendo una

59



distribucién uniforme para el tamafio efectivo poblacional y el tiempo
generacional, con un valor minimo de 10 y un maximo de 200,000 y 100,000
(para N1y N2 respectivamente); y un minimo de 1 y un maximo de 10,000 para
t. Se asumié el modelo evolutivo de Kimura de dos parametros (Kimura 1980)
con una fraccién de sitios constantes fijada en el 10% y el pardmetro de la
forma de la distribucion Gamma de las mutaciones entre sitios igual a 2. Los
valores iniciales de la distribucion de los pardmetros para los modelos de
mutacion se dejaron por defecto con un valor promedio de la tasa de mutacion
de 1x10°. Los valores de las probabilidades posteriores de N1, N2, y t, fueron
estimados en base a 1.000.000 de simulaciones, de las cuales el 10%
(100.000) fueron utilizadas para evaluar el desempefio del modelo mediante
una regresion lineal local y un analisis de componentes principales en base a
los parametros estimados y observados (Apéndice 1.18). El tiempo de
coalescencia promedio se determiné multiplicando la mediana del numero de
generaciones por el tiempo generacional. ElI tiempo generacional fue
considerado como 50 afios, basado en estudios previos desarrollados en N.

pumilio (Mathiasen y Premoli 2010).

I1.5 Resultados

Marcadores moleculares de ADN conservados

Se analizaron 186 secuencias de ADNc pertenecientes a 37 poblaciones
marginales (region marginal) y 33 centrales (region central) de N. pumilio dando
como resultado 9 haplotipos diferentes. El nUmero de haplotipos presentes en
la regidbn marginal fue 8 y en la region central 6 (Apéndice 1.1 y I.2
respectivamente). El tamafio del alineamiento de las secuencias concatenadas
de ADNCc vario entre 1634 y 1670 pb (Tabla Il.1). Ambas regiones presentaron
17 sitios variables correspondientes a 7 indels (inserciones / deleciones) y 10
transversiones (una base purina se sustituye por una pirimidina o viceversa). El
contenido de C/G también fue similar en ambas regiones marginal y central
(Tabla 11.1). La diversidad haplotidica y nucleotidica promedio alcanz6 mayores

valores en la region marginal respecto a la central (Tabla II.1). La numeracién
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de los haplotipos se basé en la utilizada para esta especie en Mathiasen
(2010), siendo continuada correlativamente con la aparicion de nuevos
haplotipos. Se identificaron 4 haplotipos nuevos para la especie, siendo uno de
ellos nuevo para el subgénero. De estos, tres haplotipos fueron exclusivos de la
region marginal H15, H16 y H18 y uno de la central, H17, encontrandose este
altimo solo en la poblacion Paso de las Nubes (PDN). El haplotipo H18
perteneciente a la poblacién marginal Chenqueniyen (CHE) resulté a su vez
nuevo para el subgénero y se caracteriza por presentar una variante unica (T)9
en el sitio 1120 poli T de la regién LF de la secuencia de ADNc. El haplotipo
mas frecuente y con mayor distribucién geogréafica en ambas regiones fue H8
con una frecuencia de 0,31 en la region marginal y 0,6 en la central (Fig. 11.3).
Los haplotipos H9, H10, H11 y H12 fueron compartidos por las dos regiones
marginal y central. Todos los haplotipos presentaron una duplicacion de 15 pb
en el fragmento HB con excepcion del haplotipo H12 que corresponde al linaje
sur (Premoli et al., 2012b). También se encontré una duplicacion de 19 pb en el
fragmento HA de todos los haplotipos anteriormente descriptos como
pertenecientes al linaje norte (Premoli et al., 2012b), excepto en los haplotipos
H12 y H16 en los que dicha duplicacion estuvo ausente. El resto de los indels
correspondieron a bases Unicas en regiones de repeticiones poli-A/T (Apéndice
1.5). Se detecto variacion intrapoblacional en la poblacidon marginal Arroyo las
Minas (ALM) con los haplotipos H16 y H8; y en las poblaciones centrales Los
Clavos (CLA) con H9 y H8, Paso de las Nubes (PDN) con H17 y H8 y Ruta 40
(RUT) con H9 y H8. El haplotipo H16, presente en las poblaciones marginales
Arroyo las Minas (ALM), Cafiadon del Zorro (CDZ) y Leleque (LEL), compartio
caracteristicas con linajes del norte y del sur descritos previamente para el
subgénero Nothofagus sensu Premoli et al. (2012b) (duplicaciéon de 15 pb en

HB y ausencia de duplicacién de 19 pb en HA respectivamente) (Apéndice 1.5).

La red de haplotipos (Fig. 11.4) muestra que el haplotipo mas frecuente
(H8) tuvo una posicion interna manteniendo el mayor nimero de conexiones
directas (cinco) con otros haplotipos. El haplotipo H12 presente en las
poblaciones al sur de los 42° 25 se separé de los demas por 14 cambios
mutacionales, incluyendo una duplicacion de 15 pb y otra del9 pb. Los

haplotipos H9, H15 y H10 se encuentran relacionados entre si con diferencias
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de solo uno y/o dos cambios mutacionales. Tanto el arbol filogenético como la
red de haplotipos fueron consistentes, mostrando a H12 separado del resto de
los haplotipos y relacionando cercanamente los haplotipos H9, H15 y H10.

En el arbol filogenético (Fig. 11.5) se observa la separacion del haplotipo
H12 presente en las poblaciones al sur de los 42° 25’ S del resto de los
haplotipos. Los haplotipos H9, H10 y H15, presentes en el centro y con mayor
frecuencia en el norte del area de estudio, formaron un clado con un soporte de
0,94. El resto de los haplotipos presenté una politomia que no permite una
clara identificacion de las relaciones entre los haplotipos.

Marcadores moleculares variables

Utilizando isoenzimas se determind el genotipo de un total de 715 individuos
pertenecientes a 24 poblaciones marginales de N. pumilio. Estos fueron
comparados con 575 genotipos de individuos pertenecientes a 18 poblaciones
centrales (7 de las cuales fueron publicadas anteriormente). Se resolvieron 6
loci isoenzimaticos, resultando todos polimorficos con el criterio sensu stricto en
al menos una de las poblaciones. Los alelos comunes fueron compartidos por
poblaciones marginales y centrales (Apéndice 1.6 y I.7 respectivamente). Los
test de chi-cuadrado para heterogeneidad de frecuencias alélicas resultaron
significativos para todos loci tanto en poblaciones marginales como centrales
(P < 0,05) (Apéndice 1.6 y 1.7 respectivamente). La isoenzima Pgi2 presento el
mayor polimorfismo con un total de 5 alelos, de los cuales Pgi2-2 se encuentra
Unicamente en la poblacion marginal Chenqueniyen (Apéndice 1.6). La cantidad
de loci presentes en la regién marginal fue mayor que en la central (23 y 19
respectivamente) (Apéndice 1.8). Los test de chi-cuadrado de heterogeneidad
en las frecuencias alélicas para loci polimérficos de isoenzimas a lo largo de las
poblaciones en las regiones marginal y central resultaron significativos para
todos los loci excepto Aldl (P < 0,05) (Apéndice 1.9). Se encontraron 4 alelos
exclusivos (presentes en una Unica poblacion), todos ellos pertenecientes a
poblaciones marginales (Tabla I1.2). Los andlisis para inferir cuellos de botella
genéticos debido a un exceso de heterocigosis en relacion a lo esperado bajo

equilibrio Hardy-Weinberg resultaron significativos (P < 0,05) solamente para 6
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poblaciones marginales y 2 centrales (Apéndice 1.10 y I.11 respectivamente)
indicando que la mayoria de las poblaciones de ambas regiones marginal y
central analizadas no habrian sufrido reducciones significativas recientes en el

tamano poblacional.

Los valores promedio de los pardmetros de variabilidad genética y
endogamia para las regiones marginales y centrales resultaron similares
(Apéndice 1.12). Los resultados de los test de t pareados por locus para
distintos parametros de diversidad genética entre regiones arrojaron valores
significativamente mas altos en las poblaciones marginales para el niumero
promedio de alelos por locus (A) y la riqueza alélica (Ra) mientras que para el
resto de los mismos alcanzaron valores similares en poblaciones marginales y
centrales (P > 0,05) (Tabla 11.3). La endogamia promedio de las poblaciones
centrales y marginales fue similar (0,233 y 0,204 respectivamente), y lo mismo
sucedi6 para la proporcion de loci con indices de fijacion no significativamente
distintos de cero (55 y 53% respectivamente) mientras que los que arrojaron
valores positivos fueron (43 y 45 respectivamente) (Apéndice 1.13). Los indices
de fijacion (F) significativos fueron mayoritariamente positivos para ambas
regiones marginal y central, indicando un desvio del equilibrio HW por
deficiencia de heterocigotas, es decir endogamia. Solo 3 test significativos

fueron negativos por exceso de heterocigotas (Apéndice 1.13).

Los valores promedio de los estadisticos F de Wright dentro y entre
poblaciones y total resultaron significativamente distintos de cero para ambas
regiones marginal y central (Tabla 11.4). La diferenciacién interpoblacional (Fst)
result6 moderada tanto entre poblaciones marginales como centrales y los
valores de endogamia intrapoblacional (Fis) fueron significativos, y con valores
positivos, indicando un desvio del equilibrio HW debido a un defecto en la

proporcion esperada de heterocigotas (Tabla 11.4).

El AMOVA jerarquico fue significativo para todos los niveles analizados
(P = 0,001), siendo los valores de variacion entre regiones relativamente bajos
(3 %), mientras que el resto de las fuentes de variacion resultaron elevadas,
siendo entre poblaciones del 31 %, entre individuos del 33 % y dentro de los
individuos del 33 % (Tabla II.5).
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Analizando los cinco loci de microsatélites se determiné el genotipo de
un individuo por poblacion de 25 poblaciones de la region marginal y 26 de la
region central. Los alelos comunes fueron compartidos por ambas regiones y
todos los loci resultaron polimérficos (Apéndice 1.14). Los test de chi-cuadrado
para heterogeneidad de frecuencias alélicas de loci polimérficos resultaron
significativos soélo para los loci ncutas4 y ncutas22 (P < 0.05) (Apéndice 1.15).
El microsatélite Ncutas21 present6 el mayor polimorfismo con un total de ocho
alelos, siendo tres de ellos exclusivos de poblaciones centrales. Se encontraron
un total de nueve alelos exclusivos de la region central y s6lo uno de la region
marginal presente en tres poblaciones marginales (FOR, CHE, ALM) (Tabla
I1.6). Los pardmetros de diversidad y endogamia analizados resultaron
similares en ambas regiones (Test de t pareados) (Tabla Il.7) y ninguna de las
dos regiones presento evidencias de cuellos de botella genéticos.

Los analisis de varianza molecular con microsatélites arrojaron una
estructura jerarquica significativa (P = 0,001) (Tabla 11.8). Los valores de
variacion entre regiones fueron bajos (6%) pero significativos, mientras que las
fuentes de variacion entre individuos y dentro de los individuos fueron del 36 y

58% respectivamente (Tabla 11.8).

La autocorrelacion espacial resultdé significativa con un indice de
correlacion r positivo y significativo (P < 0,05) que superd el intervalo de
confianza a escalas espaciales menores a 40 km con isoenzimas Yy
microsatélites de las poblaciones marginales indicando cierto grado de
agrupamiento de genotipos (Figs. 11.6 y 11.8). En cambio, las poblaciones de la
region central solo mostraron estructuracién espacial significativa a escalas
menores a 40 km utilizando isoenzimas (Fig. 1.7). A escalas espaciales
cercanas o mayores a 80 km las poblaciones de ambas regiones mostraron
una clara estructuracion y un comportamiento similar con los dos tipos de

marcadores analizados (Figs. 1.6 a 11.9).

Los andlisis bayesianos de estructuracion geogréfica, tanto para
isoenzimas como microsatélites, arrojaron dos grupos (K=2) cuyos acervos
genéticos estan compuestos por caracteristicas de las regiones marginal y

central en medidas similares (Figs. 11.10 y 11.11 respectivamente). Los valores
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de la moda de Delta K utilizados para identificar el nimero real de grupos para
isoenzimas y microsatélites fueron 12781,966 y 4,181559 respectivamente
(Apéndice 1.15 y 1.16). Para los microsatélites 79,9 % de la region marginal y 65
% de la central pertenecieron al grupo K1 (Fig. 11.11B). En tanto el 20,1y 35 %
restante de las regiones marginal y central respectivamente correspondieron al
grupo K2 (Fig. I1.11 B). En el caso de las isoenzimas 54,6 % de la region
marginal y 58,5 % de la central pertenecieron al grupo K1 (Fig. 11.10B). En tanto
el 45,4y 41,4 % restante de las regiones marginal y central respectivamente
correspondieron al grupo K2 (Fig. Il. 10B). Por lo tanto se evidencié con ambos

marcadores mezcla o “admixture” entre regiones”.

La prueba de Mantel para las secuencias de ADNc mostré una
correlacion significativa y elevada entre las distancias genéticas de los distintos
haplotipos y las distancias geograficas (r = 0,742, P = 0,001) sugiriendo ajuste
a un modelo de aislamiento por distancia (Fig. 11.12). Con los datos de
isoenzimas (y sus transformaciones) indicO que no existe una correlacion
significativa entre los valores de Fsr y las distancias geogréficas, mientras que
con datos de microsatélites si se encontré correlacién significativa entre las
matrices de distancias aunque con un valor de correlacion bajo (P = 0,046y r =
0,104, Fig. 11.13).

Las tasas de migracién fueron consistentemente mayores desde la region
marginal hacia la central con los tres marcadores moleculares analizados. Para
las isoenzimas el flujo génico de marginal a central fue aproximadamente 11
veces mayor que en sentido contrario, mientras que para ADNc y microsatélites
fue mayor, pero del mismo orden de magnitud (Figs.ll.14 a 11.16). El tiempo de
divergencia estimado con ADNc fue un orden de magnitud mayor comparado
con los tiempos obtenidos con los marcadores biparentales utilizando el
programa MIGRATE N-v3.6.11 (Beerli y Palczewski, 2010); mientras que
utilizando el programa DIYABC versién 2.0 (Cornuet et al. 2014) el tiempo de
divergencia estimado con ADNc fue del mismo orden de magnitud que el
estimado con los marcadores variables (t = 181,5 Ka). El tamafio efectivo
poblacional de las regiones marginal y central con el programa MIGRATE tuvo
el mismo valor analizando ADNc, mientras que fue 1,56 veces mayor para la

region marginal utilizando isoenzimas y 3,4 veces mayor para la region central
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con microsatélites (Figs. 11.14 a Il 16 respectivamente). Utilizando el programa
DIYABC el tamafo efectivo poblacional fue 1,95 veces mayor para la region
marginal (Ne region marginal = 106000 y N. region central = 54100). Las
diferencias en las estimaciones con los distintos programas puede deberse a
gue el programa MIGRATE N-v3.6.11 (Beerli y Palczewski, 2010) fue disefiado
para marcadores isoenzimaticos, siendo mas apropiado el uso del programa

DIYABC para secuencias de ADNCc.

I1.6 Discusion

Los resultados muestran que las poblaciones marginales y centrales poseen
similares niveles de diversidad genética utilizando marcadores variables, e
incluso para algunos parametros las poblaciones marginales tuvieron mayor
diversidad genética que las centrales utilizando marcadores conservados y
medianamente variables como las isoenzimas. De esta manera los resultados
obtenidos se contraponen con la idea de abundancia central que predice
reducida diversidad genética en las poblaciones marginales, producto del
mayor efecto de la deriva genética que en las centrales. Resultados similares
fueron obtenidos por otros estudios en los cuales las poblaciones
geograficamente marginales, poseen niveles de diversidad genética mayores o
similares a las poblaciones centrales. Por ejemplo en Yang et al. (2016) la
especie templada arborea Liriodendron chinense, presenta similares niveles de
diversidad genética en poblaciones marginales y centrales, debido a
sobrevivencia en multiples refugios in situ durante el Ultimo maximo glacial. A
su vez, en la misma linea que otros trabajos (e.g. Pironon et al., 2015), se
encontré que la dindmica temporal de la distribucion de las especies en funcién
de cambios climaticos historicos, tiene mayor efecto sobre los patrones
genéticos contemporaneos que el clima y la geografia actuales, poniendo en
relevancia la necesidad de evaluar la influencia historica en relacion a la

genética de las poblaciones (Eckert et al., 2008).

La presencia de variantes genéticas particulares (haplotipos y alelos

exclusivos) tanto en la regiébn marginal como central, sugiere la existencia de
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distintas zonas refugio donde la especie pudo haber sobrevivido a largo plazo
in situ a oscilaciones climéticas del pasado. Estos refugios serian areas libres
de hielo (en el caso de las marginales) o sitios microclimatologicamente
favorables (en el caso de las centrales) durante el dltimo maximo glacial
(Markgraf et al., 1995), donde el acervo genético de una especie microtérmica
(tolerante al frio) como N. pumilio habria sobrevivido localmente, preservando
la diversidad genética original previa a las glaciaciones y desde los cuales
expandié su rango recolonizando areas previamente glaciadas luego del retiro
de los hielos. Una de las caracteristicas principales de los refugios, es su
capacidad para desacoplar localmente las tendencias climaticas que ocurren a
escala regional (Hampe y Jump, 2011). Este desacople se deberia a
particularidades del paisaje a escala local con efecto sobre el clima, tales como
elevacion, pendiente y corrientes de aire frio (Dobrowski, 2011); siendo estas
particularidades frecuentes en sitios como fondos de valle, depresiones locales
y cuencas generando cierta estabilidad ambiental que los convierte en buenos
candidatos para microrefugios (Dobrowski, 2011). Estos resultados se
relacionan con el cominmente aceptado modelo genético, que predice una
mayor diversidad genética en refugios glaciales (Petit et al., 2003; Pironon
et al.,, 2015). Sustentando esta idea las poblaciones marginales estudiadas,
salvo algunas, se encuentran fuera de los limites del hielo, sugiriendo que su
origen seria relicto de una distribucién original mas amplia de la especie. Otra
hipétesis alternativa es que las poblaciones marginales serian producto de la
expansion de N. pumilio durante periodos frios hacia zonas libres de hielo
ubicadas sobre las vertientes orientales de los Andes y posterior aislamiento
durante periodos calidos. Los haplotipos y alelos exclusivos presentes tanto en
poblaciones marginales y centrales también descartan la posibilidad que unas
hayan dado origen a las otras. Por el contrario, apoyan la hipotesis de
supervivencia local en refugios a largo plazo en ambas regiones, donde se
habrian acumulado distintas variantes. Los haplotipos H15, H16 y H17 nuevos
para la especie fueron encontrados anteriormente en otros miembros del
subgénero Nothofagus en areas geograficas cercanas (Acosta et al., 2014).
Estudios filogeograficos previos han documentado una concordancia
geografica en la distribucién de haplotipos entre distintos miembros simpatricos

del subgénero Nothofagus debido a fenbmenos de hibridacion e introgresiéon
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(captura de cloroplasto) (Acosta y Premoli, 2010; Premoli et al., 2012b). Estas
secuencias compartidas de ADNc permiten, a través de sus eventos
mutacionales, mapear eventos del pasado que han dejado huella en el acervo
genético de las especies (Premoli, etal., 2012b). Tal es el caso de los
haplotipos exclusivos de poblaciones marginales H15 y H16 que fueron
identificados previamente en las especies N. dombeyi y N. antarctica; y el
haplotipo exclusivo de la regién central H17 encontrado cerca del limite con
Chile, que también fue detectado en N. dombeyi en zonas cercanas. El
haplotipo H18 nuevo para el subgénero, encontrado en la poblacion marginal
Chenqueniyen, deriva del haplotipo H8 mas comun y con mayor distribucion en
el area estudiada. Se caracteriza por presentar una variante Unica en una
region variable poli T de la secuencia de ADNc. Es destacable que las
poblaciones marginales Fortin, Arroyo las Minas y Chenqueniyen, que
presentan haplotipos nuevos para la especie exclusivos de la region marginal
(H15, H16 y H18 respectivamente), a su vez, mostraron alelos unicos de
isoenzimas y/o microsatélites. Esta evidencia sugiere areas de estabilidad
climatica donde la especie pudo refugiarse a lo largo del tiempo y donde

surgieron in situ sus variantes genéticas particulares.

Trabajos anteriores en el subgénero Nothofagus indican una
estructuracion latitudinal de divergencia temprana de aproximadamente 46
millones de afios producto de antiguas barreras al flujo génico (Acosta et al.,
2014), indicando que poblaciones al norte y al sur de los 42 °S
aproximadamente, han estado aisladas histéricamente coincidiendo con la
paleogeografia del Terciario (Mathiasen, 2010). Los resultados de este trabajo
concuerdan con esta informacion, al encontrar un Unico haplotipo para todas
las poblaciones al sur de los 42° 30’ S apoyando de esta manera la hipotesis
de una historia antigua previa al Pleistoceno que no se ha visto modificada con
eventos posteriores como las Ultimas glaciaciones. En relacion a esto, el
haplotipo H16 de las poblaciones marginales se encuentra en el corddn
montafioso Leleque geograficamente cercano a la zona de disyuncion de los
linajes norte y sur (Premoli etal., 2012b), presentando caracteristicas de
ambos linajes. Un estudio previo relaciona la distribucion oeste-este del

haplotipo H16 a lo largo de la Cordillera de los Andes, con la posibilidad de que
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la Isla de Chiloé pudo haber sido parte del continente hace aproximadamente
seis millones de afios (Acosta et al., 2014), cuando durante las glaciaciones los
niveles del mar eran bajos y podrian haber posibilitado conexién de la flora
(Rabassa y Coronato, 2009).

La baja pero significativa divergencia entre poblaciones tanto marginales
como centrales indica cierto grado de aislamiento entre las regiones. Sin
embargo, los niveles similares de diversidad genética utilizando marcadores
variables en poblaciones marginales y centrales dentro de cada region, junto
con las tasas de migracién encontradas, muestran la existencia de un flujo
génico bajo a moderado entre poblaciones. Los tiempos de divergencia
estimados entre las regiones marginal y central de N. pumilio en el norte de
Patagonia coinciden con las oscilaciones climaticas del cuaternario (Rabassa
et al., 2005). A su vez, el mayor flujo génico de poblaciones marginales hacia
centrales sustenta la hipdtesis de refugios glaciarios hacia el este de la
cordillera, en areas libres de hielo durante el ultimo maximo glacial, donde
actualmente habitan las poblaciones marginales y, desde donde la especie
podria haberse expandido una vez retirados los hielos recolonizando areas
extensamente glaciadas como las ocupadas actualmente por la especie hacia
la cordillera. En cambio los refugios ubicados en la region central podrian
corresponder a supervivencia local en multiples microrefugios dentro del area
de extension glaciada en valles o lugares con menor acumulacién de hielo.
Multiples refugios hacia el este han sido propuestos también para la especie
Calceolaria polyrhiza, la cual mostré alta variabilidad genética y presencia de
haplotipos exclusivos asociados a una transecta longitudinal a los 71°O que
coincide con el limite de extension del hielo durante la Gran Glaciacion

Patagonica (Cosacov et al., 2010).

La similar y significativa endogamia encontrada tanto dentro de
poblaciones marginales como centrales, indica la cruza entre individuos
genéticamente similares. Esta endogamia puede deberse también, a la limitada
capacidad de dispersion de las semillas y establecimiento de plantulas en
claros abiertos bajo el dosel en sitios cercanos al arbol semillero, contribuyendo
asi a un agrupamiento espacial de individuos con genotipos emparentados
(Mathiasen, 2010).
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Se han realizado numerosos trabajos tedricos intentando explicar los
factores que operan hacia los limites del rango de distribucion de las
especies(Sexton et al., 2009). En particular, existe preocupacion creciente
sobre el estrés bajo el que se encuentran las poblaciones marginales y la
necesidad de desarrollar practicas vinculadas con su conservacion (Volis et al.
2016). La falta de conocimiento sobre el potencial evolutivo de las poblaciones
marginales dificulta predecir potenciales respuestas al cambio climéatico global
(Abeli et al., 2018). En este sentido, el estudio de la variacion genética puede
brindar informacion fundamental para entender posibles respuestas de las
poblaciones marginales a cambios ambientales (Birkeland etal., 2017).
Concretamente las poblaciones marginales son relevantes en conservacion ya
gue pueden presentar variantes genéticas particulares y ser importantes en
potenciales eventos de especiacion (Brown, 1984; Lesica y Allendorf, 1995;
Matthies et al., 2004). Dichas variantes pueden ser cruciales ademas, para la
persistencia de la especie en el contexto del cambio climatico global (Sabatier
etal.,, 2011). El estudio de poblaciones marginales en relaciéon a variables
climaticas (pasadas, presentes y futuras) puede ayudar a determinar el
potencial de adaptacién de las mismas y orientar la priorizacion de esfuerzos
de conservacion (Abeli et al., 2018). En este capitulo, la evidencia encontrada
de permanencia in situ a largo plazo de las poblaciones marginales, utilizando
marcadores neutrales, sugiere que estas poseen caracteristicas genéticas
particulares. Estudios gendmicos que permiten discernir entre la variacion
neutral y adaptativa podrian hacer un valioso aporte en este sentido. En
particular, es necesario conocer si facilitarian la subsistencia de la especie
frente a la alteracion de los balances hidricos extremos predichos para el norte
de Patagonia debido al cambio climético global (IPCC, 2014). Sin embargo,
como la variacion molecular neutra no puede utilizarse como sustituto de la
variacion cuantitativa selectivamente relevante en la toma de decisiones sobre
conservacion (Volis et al., 2016) en el capitulo IV de esta tesis, se mostrara
evidencia de base genética adaptativa en poblaciones marginales para
caracteres ecofisiolégicos relacionados con estrés hidrico a partir de

experimentos manipulativos en jardin coman.
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La variacion similar en las secuencias de cloroplasto tanto en
poblaciones marginales como centrales, la presencia de haplotipos Unicos en
ambas regiones Yy la variacidén isoenzimatica sugieren entonces la presencia de
multiples refugios a lo largo de la distribucion longitudinal de Nothofagus
pumilio en el norte de Patagonia, con trayectorias evolutivas distintas que
determinan la existencia de caracteristicas genéticas particulares en las
distintas poblaciones y regiones marginal y central. En relacion a los
microsatélites, se deberia ampliar el nimero de individuos analizados para
poder confirmar la existencia de alelos Unicos en cada region. La informacion
integral obtenida demuestra la importancia de conservar ambos tipos de
poblaciones como unidades evolutivamente significativas diferentes bajo
manejo independiente. Permite a su vez, la identificacion de areas con elevada
diversidad genética (hotspots) que pueden guiar los esfuerzos de conservacion
del acervo genético y potencial evolutivo de la especie frente a los cambios

climaticos venideros.

I1.7 Conclusiones

Contrario a lo esperado, las poblaciones mostraron no solamente similares
niveles de diversidad genética, sino ademas la presencia de variantes
genéticas particulares en ambos tipos de poblaciones. Esto sugiere que tanto
las poblaciones del extremo humedo como el seco habrian subsistido
localmente a lo largo del tiempo. Sin embargo, estas poblaciones habrian
acumulado diferencias genéticas ya sea producto del aislamiento y/o presiones

de seleccion diferenciales.
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I1.8 Tablas y Figuras
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Tabla Il.1Parametros de diversidad genética de tres regiones no codificantes de ADN del cloroplasto para las poblaciones marginales y
centrales de N. pumilio. NUmero de poblaciones analizadas (P) y de individuos (N), el tamafio del alineamiento y el rango son indicados en
pares de bases (pb), numero de haplotipos (H), contenido de C/G (%CG), numero de sitios variables (Ps), nimero de transiciones (Ts), nimero
de transversiones (Tv), numero de inserciones/deleciones o indels (1), y la diversidad haplotidica (h) y nucleotidica (11). Los errores estandar se

muestran entre paréntesis.

Region P N Tamafio del alineamiento (pb) Rango (pb) H CG% Ps

Ts Tv | h m

Marginal 37 101 1675
Central 33 85 1675
Total 70 186 1675

1634-1670 8 33,37 17
1634-1670 6 33,36 17
1634-1670 9 33,36 18

0 10 7 0,8293 (0,019) 0,0113 (0,006)
0 10 7 0,5983 (0,052) 0,0109 (0,005)
0 10 8 0,7543 (0,025) 0,0111 (0,006)

Tabla 1.2 Alelos isoenzimaticos unicos por poblacion.

Region Poblacion Locus Alelo  Frecuencia
Marginal AM ALD1 4 0,094
Marginal BUI SKDH 4 0,042
Marginal LHY IDH2 4 0,100
Marginal CHE PGI2 2 0,050

Tabla 11.3 Parametros de variabilidad genética isoenzimatica por region marginal y central, respectivamente. A, niumero promedio de alelos por
locus; Ae, NnUmero efectivo de alelos; Ho Y Hg, heterocigosis observada y esperada, respectivamente; F, indice de fijacion y Ra, riqgueza alélica.
Los errores estandar se muestran entre paréntesis. Los asteriscos indican P < 0,05 utilizando test de t- pareado por locus entre regiones.

Marginal Central Media

A
Ae
Ho
He

F
Ra

3,83(0,28)* 3,7 (0,15)* 3,50 (0,33)
1,62 (0,05) 1,54 (0,05) 1,58 (0,04)

0,242 (0,028) 0,197 (0,018) 0,219 (0,023)
0,378 (0,021) 0,347 (0,020) 0,362 (0,015)
0,366 (0,049) 0,436 (0,031) 0,401 (0,035)

3,74 (0,24)* 3,17 (0,15)* 3,45 (0,29)
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Tabla 1.4 Endogamia total (Fi7), dentro (Fis) y entre (Fst) utilizando isoenzimas de los sitios de
Nothofagus pumilio para cada region. Se presentan los valores promedio (DS) sobre todos los loci
y los intervalos de confianza (IC) del 95 y 99% calculados segun Weir y Cockerham (1984). En
negrita se indican los valores promedio de los estadisticos F que resultaron significativamente

distintos de cero.

Regién Fir Fst Fis

Marginal 0,363 (0,059) 0,152 (0,023) 0,249 (0,064)
IC 95% 0,260-0,461 0,113-0,193 0,133-0,349
IC 99% 0,230-0,477 0,101-0,205 0,093 - 0,366
Central 0,442 (0,038) 0,169 (0,027) 0,330 (0,059)
IC 95% 0,374 -0,501 0,123-0,213 0,221 - 0,417
IC 99% 0,356 -0,512 0,109-0,217 0,189 - 0,437

Tabla 1.5 Resumen del analisis de AMOVA jerarquico entre regiones marginal y central y distintos
niveles jerarquicos dentro de cada una de ellas, para los 6 loci de isoenzimas de las 42
poblaciones de Nothofagus pumilio muestreadas. El valor de P fue calculado mediante un analisis
de permutaciones con 999 réplicas y result6 significativo (P < 0,001) para todos los parametros
calculados.

Grados de Sumade Cuadrado Varianza
Fuente . . . %
libertad cuadrados medio estimada
Entre regiones 1 111,557 111,557 0,055 3%
Entre poblaciones 40 1265,067 31,627 0,496 31%
Entre individuos 1248 1988,570 1,593 0,533 33%
Dentro de 1290 679,500 0,527 0,527 33%
individuos
Total 2579 4044,694 1,611 100%
Tabla 11.6 Alelos Unicos de microsatélites por region.
Regidén Locus Alelo  Frecuencia Poblacion
Marginal  NnBlO111 124 0,079 1 FOR, CHE, ALM
Central NnBIO111 116 0,024 NEI
Ncutas4 314 0,071 MOM
Ncutasl12 211 0,042 PAN, LLO
215 0,021 NEI
Ncutas21 232 0,053 TAL, ESC
246 0,026 STE
252 0,026 LOP
Ncutas22 272 0,038 LN, COC
278 0,135 PAN, LOP, LN, TAL, STE, MOM, CAS
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Tabla 1.7 Pardmetros de variabilidad genética y endogamia (F;s) utilizando microsatélites para las regiones marginal y central de Nothofagus
pumilio. P, nimero de poblaciones / region; N, nimero de individuos analizados; A, nimero promedio de alelos por locus; Ap, nUmero de alelos
por locus polimérfico; Ra, riqueza alélica; B, numero de alelos de baja frecuencia (>10%); Ag, nUmero de alelos de baja frecuencia ponderado
por el nimero total de alelos de la especie ; A, nUmero efectivo de alelos; Ar, nUmero de alelos totales; % P, porcentaje de loci polimorficos
bajo el criterio sensu stricto; Ho y He, heterocigosis observada y esperada, respectivamente. Los errores estandar se muestran entre paréntesis.

No se encontraron diferencias significativas utilizando test de t- pareado por locus entre regiones.

Regién N A Ap RA BF AR Ae AT %P Ho HE F|s

Marginal 25 3,80 (0,58) 3,80 3,41 (0,54) 11 746 1,95(0,33) 19 100 0,372 (0,154) 0,413 (0,113) 0,284 (0,242)
Central 26 5,40 (0,75) 5,40 4,75 (0,65) 15 14,46 2,42 (0,40) 27 100 0,459 (0,128) 0,545 (0,064) 0,180 (0,157)
Especie 51 5,60 (0,75) 5,60 4,20 (0,45) 19 19,00 2,12 (0,32) 28 100 0,410 (0,132) 0,482 (0,079) 0,185 (0,151)

Tabla I11.8 Resumen del analisis de AMOVA jerarquico entre las regiones Central y Marginal y niveles jerarquicos inferiores, para los 5 loci de

microsatélites de las 51 poblaciones de Nothofagus pumilio analizadas. El valor de P fue calculado mediante un analisis de permutaciones con
999 réplicas y resulto significativo (P < 0,001) para todos los parametros calculados.

Fuente Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio Varianza estimada %

Entre regiones 1 6 6,284 0,085 6%
Entre individuos 49 95 1,946 0,537 36%
Dentro de individuos 51 45 0,873 0,873 58%
Total 101 146 1,494 100%
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Figura Il.1 Ubicacion geografica de las 70 poblaciones de Nothofagus pumilio estudiadas en el
gradiente longitudinal de precipitacion. Las poblaciones marginales y centrales se indican con

color amarillo y verde respectivamente.
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Figura 1.2 Gel de almidon con tincion para la enzima Mdhl mostrando dos loci para Nothofagus
pumilioa (A). Gel de almidon con tincién para la enzima Pgi (B) y diagrama mostrando la
codificacion de alelos para Nothofagus pumilio (C).
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Figura I.3 Ubicacion geogréafica de las 70 poblaciones de Nothofagus pumilio estudiadas, los

colores indican los distintos haplotipos, en sombreado celeste se indica el limite de

extenciones de hielo durante el dltimo maximo glaciar.
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Figura 1.4 Red de haplotipos mostrando las relaciones entre los 9 haplotipos de ADN del
cloroplasto identificados en Nothofagus pumilio para las regiones psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-
psbA obtenidas con el método de median-joining. Cada circulo representa un haplotipo y su
tamafio es proporcional a la frecuencia. Los numeros indican los sitios donde ocurrieron los
cambios en las secuencias de ADN concatenadas. Los haplotipos exclusivos de poblaciones
marginales y centrales se indican con las letras M y C respectivamente. Los sitios donde
ocurrieron cambios en las secuencias de ADNc concatenadas entre los distintos haplotipos se
indican con guiones.
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Figura I1.5 Arbol filogenético mostrando las relaciones entre los 9 haplotipos de ADNc para las
regiones concatenadas psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA de Nothofagus pumilio y 3 especies del
subgénero Lophozonia (Nothofagus nervosa, Nothofagus obliqua y Nothofagus glauca) que
fueron utilizadas como grupo externo. Los nameros sobre las ramas indican las probabilidades
posteriores para el andlisis bayesiano. Los haplotipos exclusivos de poblaciones marginales y
centrales se indican con las letras M y C respectivamente.
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Figura IL.5 Porcentaje de cada alelo de los 5 loci de microsatélites analizados para las regiones
marginal y central de Nothofagus pumilio. Los recuadros amarillos y rojos indican alelos
exclusivos de la region marginal y central respectivamente.

MARGINAL

Ncutas4 2%

=308
=310

=312

Ncutas12

m 196
=198
= 200
=209

Ncutas21

m234

=236

m238

m248

=250

Ncutas22

m267

m284

NnBIO111

=118
=120
m122
m124
m126

5% 3%

8% M I

CENTRAL

Ncutas4 7%c

m308
m310

w312

Ncutasl2 ,,  2%c

=196 2%
2%

Ncutas21

3%C_ 5%C

(m232|m234

m236 m238

[ 246 m 248
u 250(m 252)

3%C_/ 5%
Ncutas22

w67 A%C 4%

m284

NnBIO111

m118

3%C

=120

=122

w126

81



Figura 1.6 Autocorrelograma espacial para las poblaciones marginales de Nothofagus pumilio

utilizando isoenzimas. Se definieron 6 clases de distancia en intervalos de 20 km. Las lineas

discontinuas rojas representan los intervalos de confianza del 95% superior e inferior. La linea

azul representa los valores promedios del indice de correlacion (r).
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Autocorrelograma espacial para las poblaciones centrales de Nothofagus pumilio

utilizando isoenzimas. Se definieron 6 clases de distancia en intervalos de 20 km. Las lineas

discontinuas rojas representan los intervalos de confianza del 95% superior e inferior. La linea

azul representa los valores promedios del indice de correlacion (r).
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Figura 1.8 Autocorrelograma espacial para las poblaciones marginales de Nothofagus pumilio
utilizando microsatélites. Se definieron 6 clases de distancia en intervalos de 20 km. Las lineas
discontinuas rojas representan los intervalos de confianza del 95% superior e inferior. La linea

azul representa los valores promedios del indice de correlacion (r).
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Figura 1.9 Autocorrelograma espacial para las poblaciones centrales de Nothofagus pumilio
utilizando microsatélites. Se definieron 6 clases de distancia en intervalos de 20 km. Las lineas
discontinuas rojas representan los intervalos de confianza del 95% superior e inferior. La linea

azul representa los valores promedios del indice de correlacion (r).
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Figura 1.10 Coeficiente de asignacion por individuo para los dos K grupos genotipicos
encontrados utilizando isoenzimas (A). Coeficiente de asignacion promedio por regién para los
dos K grupos (B). Los colores amarillo y rojo representan los grupos K1 y K2 respectivamente.

Marginal Central Marginal Central

Figura 11.11 Coeficiente de asignacion por individuo para los dos K grupos genotipicos
encontrados utilizando microsatélites (A). Coeficiente de asignacién promedio por regién para los
dos K grupos (B). Los colores amarillo y rojo representan los grupos K1 y K2 respectivamente.
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Figura 11.12 correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica con datos de ADNc

de las 70 poblaciones de Nothofagus pumilio analizadas.
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Figura 11.13 correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica con datos de

microsatélites de 51 poblaciones de Nothofagus pumilio analizadas.
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Figura 1.14 Representacion esquematica de los parametros de migracion estimados para
Nothofagus pumilio con datos de ADNc utilizando en programa MIGRATE N-v3.6.11 (Beerli y
Palczewski, 2010). Las flechas representan las tasas de migracion medias escaladas por la tasa
de mutacion (M) entre poblaciones marginales y centrales. El grosor de las flechas es
proporcional a M. El tamafio de los circulos es proporcional al tamafio efectivo poblacional (Ne).
Sobre las flechas se muestran los tiempos absolutos de coalescencia en kilo afos (Ka) antes del

presente.
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Figura 1.15 Representacion esquematica de los parametros de migracion estimados para
Nothofagus pumilio con datos isoenzimaticos. Las flechas representan las tasas de migracion
medias escaladas por la tasa de mutacion (M) entre poblaciones marginales y centrales. El grosor
de las flechas es proporcional a M. El tamafio de los circulos es proporcional al tamafo efectivo
poblacional (Ng). Sobre las flechas se muestran los tiempos absolutos de coalescencia en kilo

afos (Ka) antes del presente.
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Figura 11.16 Representacion esquematica de los pardmetros de migracién estimados para
Nothofagus pumilio con datos de microsatélites. Las flechas representan las tasas de migracion
medias escaladas por la tasa de mutacion (M) entre poblaciones marginales y centrales. EI grosor
de las flechas es proporcional a M. El tamafio de los circulos es proporcional al tamafio efectivo
poblacional (Ng). Sobre las flechas se muestran los tiempos absolutos de coalescencia en kilo
afios (Ka) antes del presente.
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Capitulo III Efectos de los gradientes climaticos sobre la
diversidad genética de Nothofagus pumilio

———
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II1.1 Introduccion

Las especies de amplio rango que habitan a lo largo de gradientes ambientales
encuentran condiciones cambiantes en el medio fisico que generan presiones
diferenciales de seleccion que juntamente con la plasticidad fenotipica resultan
en poblaciones genéticamente polimoérficas. Sumado a esto, las fuerzas
neutrales como el aislamiento genético entre distintas poblaciones y las
variaciones en los tamafos poblacionales sufridos a lo largo del tiempo,
generan gran heterogeneidad a nivel intraespecifico que puede estudiarse en el
seno de las poblaciones. El potencial de responder a cambios evolutivos
depende de los niveles de variacion genética (Reed y Frankham, 2003). Por lo
tanto, poblaciones con reducida diversidad genética tendrian una capacidad
limitada para responder a cambios ambientales (Sgro et al., 2011). Esto es
relevante bajo escenarios de cambio donde la resiliencia a cambios futuros

estara dada por la diversidad genética presente en las poblaciones.

Los gradientes ambientales y las caracteristicas del habitat pueden influir
en el flujo de genes entre poblaciones directamente, interrumpiendo la
dispersion (por ejemplo, barreras fisicas), o indirectamente, impidiendo el
establecimiento exitoso y/o posterior supervivencia (por ejemplo, mediante
mecanismos de adaptacion local) (Nosil etal., 2005; White etal., 2010;
Burgess et al., 2012).

Los bosques templados del sur de Sudamérica poseen el rasgo
caracteristico de estar dominados por especies del género Nothofagus. Estas
son especies principalmente de arboles y también arbustos que estan
presentes a lo largo de los mas de 3000 km de extensién latitudinal que posee
el bosque templado de Sudamérica. Una de las especies mas conspicuas de
los bosques de Patagonia es Nothofagus pumilio y ha sido objeto de

numerosos estudios de la distribucion de la variacion genética combinando
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analisis moleculares con experimentos manipulativos en jardin comun y de

trasplantes reciprocos (Premoli et al., 2007; Mathiasen y Premoli, 2010, 2016).

Gradiente latitudinal, influencia de factores histéricos

Para muchas especies arbéreas, es conocido el efecto que tuvieron las Ultimas
glaciaciones sobre sus rangos de distribucion. Durante periodos frios las
especies tendieron a reducir sus rangos de distribucion, quedando restringidas
a zonas denominadas de refugio, bajo climas menos extremos. En el caso del
hemisferio norte muchas especies se refugiaron hacia el extremo sur (i.e.
calido) de distribucion de las especies (Hewitt 2000). Tal seria el caso de
especies sensibles al frio que no habrian tolerado las bajas temperaturas
registradas durante periodos frios. Sin embargo, especies tolerantes al frio
habrian podido subsistir localmente aun a altas latitudes y en ambos
hemisferios (e.g. Pruett y Winker 2008), esta idea en el caso de especies
microtérmicas (resistentes al frio) de bosques del hemisferio sur recibio el
nombre de refugios multiples (Premoli et al., 2000) (ver introduccién capitulo 1).
El analisis genético de distintas poblaciones a lo largo de la distribucion
latitudinal de N. pumilio indicé que las poblaciones ubicadas hacia el sur no
mostraron evidencia de menor diversidad genética que las del norte, tal como
se esperaria si estas Ultimas hubieran sido producto de la colonizacién
postglaciaria. No solamente no fue menor la diversidad genética hacia el sur,
sino que algunos parametros poblacionales como la heterocigosis y la riqueza
alélica mostraron mayores valores en estas Ultimas utilizando marcadores
isoenzimaticos (Mathiasen y Premoli, 2010). Ademas, sumado a esto, se han
encontrado valores similares de diversidad genética a lo largo del gradiente
latitudinal utilizando microsatélites (Soliani et al., 2015). Por lo tanto, estos

resultados sugieren la presencia de un acervo genético que fue conservado a
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lo largo de las oscilaciones climaticas del Cuaternario de Patagonia aun a altas

latitudes bajo climas de caracteristicas extremas.

Gradiente altitudinal, variacion genética y demogréfica

La Cordillera de los Andes presenta marcados gradientes altitudinales a lo
largo de los cuales las condiciones ambientales tales como la temperatura, la
radiaciéon solar, la exposicion al viento y las caracteristicas del suelo varian
marcadamente con la altitud en distancias de unos pocos cientos de metros. En
el extremo superior del gradiente altitudinal, las condiciones extremas imponen
restricciones severas para la reproduccién y establecimiento de plantas por
semillas, debido a un acortamiento de la estacion de crecimiento, a las bajas
temperaturas y a la persistencia de la cobertura de nieve (Kdrner, 2007). Como
consecuencia, se espera encontrar una gran variacion morfologica en especies
gue habitan un amplio rango altitudinal. Esta variacion puede estar explicada
no solo por la capacidad de aclimatacion de dichas especies a distintos
ambientes (plasticidad fenotipica) sino también por la seleccidn diferencial de

genotipos bajo distintas condiciones de un gradiente ambiental.

A lo largo del gradiente altitudinal N. pumilio presenta una variacion
morfoldgica significativa en sus formas de crecimiento (Rusch, 1993; Barrera
et al., 2000). Experimentos de jardin comun mostraron que las diferencias en la
arquitectura de las plantas, la morfologia foliar y caracteres ecofisiolégicos
poseen base genética (Premoli, 2004; Premoli et al., 2007; Premoli y Brewer,
2007). Modelos demogréaficos en gradientes altitudinales de N. pumilio
mostraron que la disponibilidad de semillas y el establecimiento de adultos se
vuelven cada vez mas escasos con el aumento de la altitud, donde ademas la
regeneracion ocurre principalmente por una abundante produccion de rebrotes

(y escasez de renuevos) (Martinez Pastur et al., 1997; Cuevas 2000; Daniels
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2000; Premoli 2004). En cambio, en el limite inferior del bosque la regeneracion
de N. pumilio ocurre principalmente gracias a la apertura de claros bajo el
dosel, ya sea por la caida de arboles (Heinemann etal., 2000) u otros
disturbios a mayor escala (e. g. avalanchas, incendios, vulcanismo). Por lo
tanto, el clima a lo largo de gradientes altitudinales puede tener una influencia
significativa sobre la demografia y caracteristicas genéticas de las poblaciones
gue los habitan.

Gradiente longitudinal de precipitacion

Sobre las laderas orientales de la Cordillera de los Andes existe un marcado
gradiente ambiental longitudinal. Esto se debe principalmente a la influencia de
los vientos predominantes provenientes del océano Pacifico y el efecto sombra
de la cordillera. De esta manera, se genera un pronunciado gradiente de
precipitacion de oeste a este, en el cual las precipitaciones anuales disminuyen
de 3000 mm a menos de 800 mm en una distancia de solo 50 Km (Veblen
etal.,, 1996). Hacia el extremo seco del gradiente de precipitacion, en el
ecotono entre la estepa y bosque australandino, N. pumilio forma poblaciones
pequefas y aisladas. Dichas poblaciones a priori podrian ser consideradas
geografica y ecolégicamente marginales, estando ademas sujetas al efecto
combinado del aislamiento y la deriva genética, y presiones diferenciales de

seleccidon que podrian resultar en diferencias genéticas (Yang et al., 2016).

Si bien existe abundante informacion sobre las presiones de seleccion
divergentes en N. pumilio a lo largo de su rango de distribucion, resta analizar
la influencia del clima sobre el acervo genético de sus poblaciones a lo largo
del gradientes ambientales. Los patrones de variacion en rasgos de base
genética en relacion con el clima podrian utilizarse para guiar la transferencia

de semillas para reforestacion e implementacién de practicas de translocacion
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de individuos y facilitar la adaptacion rapida a climas cambiantes (Aitken y
Whitlock, 2013). En este capitulo se analiza el efecto del clima sobre distintos
parametros de diversidad genética neutral de esta especie a lo largo de los
gradientes ambientales de Patagonia. Para ello se utilizan datos genéticos
propios del gradiente longitudinal e informacioén previamente publicada de los
gradientes altitudinal (Premoli 2003) y latitudinal (Mathiasen y Premoli 2010)
como variables dependientes de modelos de regresion mdltiple en las que las
variables bioclimaticas a lo largo de cada uno de dichos gradientes seran
utilizadas como variables explicatorias independientes.

II1.2 Objetivo particular

Determinar las variables climaticas de mayor influencia sobre la variacion

genética de las poblaciones a lo largo de gradientes ambientales.

Las hipaotesis y predicciones planteadas en este capitulo fueron las siguientes

I11.3 Hipotesis particular

% Hipdtesis .1 Los gradientes ambientales latitudinal, altitudinal vy
longitudinal de Patagonia modelan la diversidad genética de Nothofagus
pumilio.

» Prediccion 1.1 Se espera que Nothofagus pumilio presente mayor
diversidad genética bajo condiciones ambientales Optimas para su

desarrollo.
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II1.4 Materiales y métodos

Se analizé la variacion en la diversidad genética neutral de N. pumilio a lo largo
de los gradientes climéaticos latitudinal, longitudinal y altitudinal mediante
marcadores moleculares neutros isoenziméticos. Para ello se utilizaron datos
de diversidad genética extraidos de trabajos publicados anteriormente para 14
y 27 poblaciones de los gradientes altitudinal (Premoli, 2003) y latitudinal
(Mathiasen y Premoli, 2010), respectivamente (Tablas Ill.1 y I111.3). Para
analizar el gradiente longitudinal se sumaron datos isoenzimaticos de 35
poblaciones de N. pumilio ubicadas entre los 40 y 43°S a los datos ya
publicados de 7 poblaciones centrales en el mismo rango (Mathiasen y Premoli,
2010) (Tabla 111.2). El procedimiento de extraccion y analisis de isoenzimas
para las nuevas poblaciones se realizé siguiendo la metodologia descripta en
Premoli (2003) (para mas detalles ver metodologia del capitulo Il). Para cada
localidad se extrajeron los datos climaticos en base a 19 variables bioclimaticas
gue fueron obtenidas de la base de datos de WorldClim version 1 (Hijmans et

al., 2005; http://www.worldclim.org) con una resolucion espacial de 30 seg

(Tabla 1Il.4). Estas variables son derivadas de promedios mensuales de
temperatura y precipitacion representativos de las dimensiones climaticas
relevantes para la determinacion de la distribucion de especies (Hijmans et al.,
2005).

Analisis de datos

Se realizaron regresiones lineares simples para evaluar la relacion entre las
variables biocliméticas y los diferentes gradientes ambientales latitudinal,
longitudinal y altitudinal. Ademas, para evaluar la diversidad genética en cada
gradiente se realizaron regresiones lineares simples utilizando cuatro variables

de diversidad genética y la latitud, longitud y altitud para cada gradiente,
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respectivamente. Los pardmetros de diversidad genética consistieron en:
namero de alelos efectivo (Ae), riqueza alélica (Ar), heterocigosis observada
(Ho) y heterocigosis esperada (Hg). Dichos parametros fueron calculados
utilizando los programas POPGENE v1.32 (Yeh et al., 1999) y FSTAT v 2.9.3
(Goudet 2001). Para evaluar la relacion entre las variables de diversidad
genética (variables dependientes) y las 19 variables biocliméticas (variables
independientes) se realizaron regresiones multiples. Todos los analisis
estadisticos fueron realizados utilizando el programa STATISTICA v.7.0
(StatSoft, Inc. 2004) y se probaron los supuestos de normalidad (prueba de
Kolmogorov-Smirnov) y homocedasticidad (evaluada mediante gréfico de
residuales vs. predichos). Las regresiones fueron consideradas significativas
con una significancia de P < 0,05. En el caso de las regresiones multiples los p-

valores fueron corregidos siguiendo a Benjamini y Hochberg (1995).

II1.5 Resultados

Los andlisis de regresiones simples realizadas entre las 19 variables
biocliméaticas y los diferentes gradientes ambientales arrojaron resultados
significativos en la mayoria de los casos (Tablas 11.5 a I11.7). Para el gradiente
latitudinal 16 de las 19 variables bioclimaticas mostraron una asociacion
significativa con la latitud, siendo las variables mas significativas la
estacionalidad en las precipitaciones (Biol5, r’= 0,96) y el rango de
temperatura anual (Bio7, r’= 0,92). Las variables asociadas con la precipitacion
aumentan hacia latitudes mas altas, mientras que las variables asociadas a la
temperatura mostraron los menores valores hacia el sur de la distribucion de la
especie (Tabla 111.5). En el gradiente longitudinal, 13 de las 19 variables
biocliméaticas mostraron una asociacion significativa con la longitud, siendo las

variables relacionadas con la precipitacién las mas influyentes (Bio12, r’= 0,8;
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Biol4, r’=0,9; Biol7, r’= 0,92 y Bio18, r’>= 0,92) junto con la estacionalidad en
la temperatura (Bio4, r’= 0,79). Las variables relacionadas con la precipitacion
disminuyen hacia el este de la distribucion de la especie, mientras que las
variables asociadas a la temperatura aumentan (Tabla 111.6). Por otro lado, en
el gradiente altitudinal, 14 de las 19 variables biocliméaticas arrojaron una
relacién significativa con la altitud (Tabla IIl.7), siendo las variables mas
significativas la temperatura del cuarto mas frio (Bio8, r’=0,91) y el rango diurno
(Bio2, r’= 0,79). Las variables de temperatura mostraron una relacién negativa
con la altitud, mientras que las variables de precipitacion mostraron diferentes
tendencias segun la época del afio. En los meses mas frios y hiumedos, las
precipitaciones fueron menores en altitudes menores, mientras que en los
meses mas calidos y secos las precipitaciones fueron menores a mayor altitud
(Tabla I11.7).

Las regresiones simples entre la diversidad genética neutral y los
distintos gradientes ambientales arrojaron relaciones significativas entre los
parametros de diversidad genética neutral y la latitud y la altitud (Tabla III.8,
Fig. 1ll.1). No se encontraron relaciones significativas entre los parametros de
diversidad genética y el gradiente longitudinal (Tabla 111.8, Fig. 1ll.1). Para el
gradiente latitudinal, se encontré un incremento significativo (P < 0,05) de Ae (r*
= 0,30), Ar (r? = 0,29), Ho (r* = 0,33), y He (r* = 0,29) con la latitud (Tabla I11.8,
Fig.lll. 1). Por otro lado, las regresiones simples realizadas para el gradiente
altitudinal mostraron una disminucién significativa (P < 0,05) en Ae (r* = 0,31),
Ar (r* = 0,38), y en Ho (r* = 0,63) y He (r* = 0,32) con la altitud (Tabla 111.8, Fig.
[11.1). Cabe mencionar que en el analisis del gradiente altitudinal se incluyeron
dos poblaciones a distintas alturas de Tierra del Fuego; el resto fueron de
latitudes a los 41°S. Estas poblaciones de Tierra del Fuego se encuentran a
menores alturas debido a que con el aumento de la latitud la lenga disminuye
su distribucidon en altura en el gradiente altitudinal. Sin embargo, estas dos

poblaciones ajustaron a la regresion, mostrando ademas los mayores valores
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de diversidad genética debido en parte a que se corresponden con el mayor

poliformismo de la lenga a mayores latitudes.

Por ultimo, los analisis de regresion mdultiple entre los parametros de
diversidad genética y las variables biocliméaticas arrojaron resultados
significativos para los distintos gradientes ambientales (Tabla 111.9). En el
gradiente latitudinal, Ae, Ar, Ho y He presentaron una relacién positiva
significativa con las variables de precipitacion, especialmente precipitaciones
de verano, y ademas presentaron mayores valores en sitios donde las variables
de temperatura alcanzaban valores intermedios (Tabla I11.9 y Fig. 111.2). En el
gradiente longitudinal, Ae mostré una relacion significativa positiva con la
precipitacion del mes més seco, es decir la de verano (Tabla 111.9, Fig. 111.2). En
el gradiente altitudinal, Ae y He presentaron una relacion significativa y positiva
con la precipitacion del mes mas seco (verano), mientras que las variables Ar y
Ho mostraron una relacion significativa y positiva con la temperatura media de
los meses mas humedos, que corresponden a los meses de otofio-invierno
(Tabla I11.9, Fig. I11.2).
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I11.6 Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen en evidencia una relacion entre
el clima, a lo largo de gradientes ambientales (latitudinal, longitudinal y
altitudinal) y los niveles de variacion genética de las poblaciones de N. pumilio.
Las variables bioclimaticas mas influyentes sobre la diversidad genética se
encontraron relacionadas principalmente a las precipitaciones de verano y
temperaturas de invierno, siendo la tendencia general de mayor diversidad

genética a mayores precipitaciones y temperaturas.

Las variables bioclimaticas mas significativas relacionadas con la latitud
fueron un menor rango de temperatura anual y menor estacionalidad de las
precipitaciones hacia el sur, por lo tanto existe una tendencia a un clima mas
estable a mayores latitudes. Esta informacion sumada a la mayor diversidad
genética encontrada hacia el sur (Mathiasen y Premoli 2003) sugiere que las
poblaciones de N. pumilio situadas a altas latitudes se encontrarian bajo
condiciones que promueven el mantenimiento de poblaciones de mayor
tamafio y que consistirian de masas boscosas mas continuas. Es decir,
sufririan en menor medida los impactos de la deriva genética y el aislamiento
gue tienden a empobrecer las poblaciones pequefas y aisladas. Por ejemplo,
la abundante regeneracion y establecimiento de plantulas en latitudes tan al sur
como Tierra del Fuego (Martinez Pastur et al., 1999) son raramente
observables a menores latitudes (Premoli, AC UNComahue obs. Pers). La
mayor diversidad genética de estas poblaciones australes, refleja ademas la
persistencia a largo plazo a pesar de las oscilaciones en el clima regional por
encontrarse bajo climas relativamente mas oceanicos y estables (Premoli et al.,
2010). Esta evidencia destaca su potencial adaptativo en el contexto de cambio
climatico, mientras que las ubicadas hacia el extremo norte de la distribucién de

la especie se encontrarian bajo mayor riesgo de extincion local en relacion al
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prondstico de temperaturas mas altas y mayor frecuencia de sequias extremas

para climas de régimen Mediterraneo como los del norte de Patagonia.

Sobre el gradiente altitudinal las variables bioclimaticas mas
significativas determinan mayor rango diurno y menores temperaturas de
invierno a mayor altura. Ademas, para este gradiente se encontré también una
marcada estacionalidad en las precipitaciones, es decir en los meses mas
calidos y secos las precipitaciones fueron menores a mayor altitud, mientras
gue en los meses mas frios y himedos las precipitaciones fueron menores a
menores altitudes. Estos resultados vinculados con la menor diversidad
genética a mayor altura (Premoli 2003) podrian implicar que las poblaciones
ubicadas en el extremo superior del gradiente altitudinal se encuentren bajo
elevadas presiones de seleccion durante el verano. Los factores estresantes
estarian vinculados a elevadas temperaturas, bajas precipitaciones, y una
mayor cantidad de horas de exposicion solar (este ultimo factor podria
relacionarse a una mayor pérdida de agua por evapotranspiracion). Estas
diferencias microclimaticas con la altitud resultan ademas en marcadas
diferencias en caracteres adaptativos como la fenologia, el crecimiento y
caracteres ecofisiologicos que varian significativamente y con base genética en
altitudes contrastantes (Premoli et al., 2007, Premoli y Brewer 2007). Asi, la
mayor diversidad genética encontrada bajo mayores temperaturas se
correlaciona con mayor crecimiento a menores alturas (Premoli et al., 2007).
Sin embargo, el acervo genético de las poblaciones no solamente reflejara los
efectos directos del clima, sino también indirectos que impactan sobre la
demografia de las poblaciones y se ven reflejados en su estructura genética.
Asi ocurre por ejemplo, en rodales de N. pumilio de baja a mediana altitud
donde la predominante regeneracion por semillas resulta en una estructura
demografica que consiste en el agrupamiento espacial de individuos con
genotipos emparentados y una mayor diversidad genética (Mathiasen y

Premoli, 2013). En cambio, en el limite altitudinal superior, predomina la
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propagacion vegetativa con una esporadica reproduccion sexual, produciendo

una mayor homogeneidad genética.

Informacién de base genética puede hacer un valioso aporte para
comprender respuestas futuras y los gradientes altitudinales han sido objeto de
modelos bajo cambios en el clima. En particular, bajo cambio global se
predicen migraciones altitudinales de las especies hacia mayores alturas
(Parmesan y Yohe, 2003). Experimentos de trasplantes reciprocos de N.
pumilio sugieren que las poblaciones genéticamente diversas de menores
altitudes tendrdn mas capacidad de respuesta que las que se encuentran hacia
el limite altitudinal superior del bosque, las que a su vez serian propensas de
sufrir decaimiento local (Mathiasen y Premoli, 2016). Esto resultaria en

ascensos altitudinales de las poblaciones de menores altitudes.

En relacion al gradiente longitudinal, las variables bioclimaticas mas
significativas se relacionan con una mayor precipitacion y menor estacionalidad
en la temperatura hacia mayores longitudes (hacia el oeste), sugiriendo que
hacia el extremo oriental de la distribucion de N. pumilio (ecotono entre el
bosque australandino y la estepa) las condiciones climaticas resultan menos
Optimas para la supervivencia de la especie en comparacion a las condiciones
hacia la cordillera de los Andes. Por lo cual las poblaciones de N. pumilio en los
extremos mas xeéricos se encuentran bajo intensas presiones de seleccion. En
este capitulo encontramos una asociacion significativa entre el nimero efectivo
de alelos y el aumento de la precipitaciéon del mes mas seco con la longitud.
Ademas, el analisis de poblaciones a lo largo del gradiente longitudinal
mediante secuencias conservadas de ADN del cloroplasto mostré la presencia
de variantes genéticas Unicas en ambos extremos de precipitacion que sugiere
gue N. pumilio habria sobrevivido a lo largo del tiempo tanto en la zona humeda
como la seca. En la zona seca se encontré6 ademas un haplotipo nuevo para el

subgénero Nothofagus, lo que destaca el rol de las poblaciones marginales
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como reservorio genético en el largo plazo (ver Capitulo Il de esta tesis). Por
otro lado, el cultivo en jardin comdn de N. pumilio de los extremos del gradiente
de precipitacion, si bien resultaron similares para caracteres cuantitativos
(numero de ramas, rasgos morfologicos foliares y densidad estomética), las
respuestas ecofisiolégicas a un experimento de déficit hidrico de plantulas
provenientes del extremo humedo mostraron menor eficiencia en el uso del
agua que las del seco sugiriendo la existencia de diferencias genéticas entre
origenes (ver Capitulo IV de esta tesis). Esta evidencia indica que las
poblaciones de N. pumilio que habitan el extremo seco han desarrollado
adaptaciones diferenciales a las condiciones contrastantes de precipitacién del
gradiente longitudinal.

Los gradientes ambientales son el resultado de interacciones de
variables climéaticas que impactan en el seno de las poblaciones naturales. Las
especies de amplias distribuciones mostraran ajustes a dichas variaciones
ambientales pudiendo responder de manera adaptativa (i.e. con base genética)
a dichos gradientes .0 bien de manera plastica Si bien se espera que la
seleccion natural opere principalmente sobre caracteres poligénicos
cuantitativos, se ha sugerido que medidas de diversidad genética pueden
utilizarse como sustitutos de la aptitud (Reed y Frankham, 2003). En particular,
los patrones encontrados para marcadores neutrales en este trabajo en el
gradiente altitudinal se pueden correlacionar con las respuestas adaptativas
medidas sobre N. pumilio provenientes de condiciones contrastantes de altitud.
Por ejemplo, experimentos de jardines comunes reflejaron diferencias de base
genética fenolodgicas, ecofisiolégicas, arquitecturales de las plantas y
morfologia foliar que reflejan el abrupto gradiente climatico altitudinal (Premoli
et al., 2007; Premoli y Brewer, 2007).

En este capitulo se resalta la importancia de la puesta en valor de la

diversidad genética en el seno de las poblaciones como prioritario, no
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solamente para la persistencia a largo plazo de las especies, sino también para
amortiguar los impactos negativos de los r4pidos cambios ambientales que
ocurren actualmente. Por ejemplo, se predice que el calentamiento global
provocard aumento de estrés por sequia, el cual se espera sea aun mas
marcado hacia los extremos de distribucién de las especies (Jump et al., 2009).
En relacién con esto dltimo, las especies forestales estarian en riesgo debido a
sus ciclos de vida largos y madurez reproductiva tardia, lo cual puede impactar
negativamente sobre la capacidad de desarrollar respuestas rapidas (Jump
et al., 2008). Resulta entonces primordial la proteccién y manejo ecolégico de
los habitats hacia los extremos de distribucion de las especies, reduciendo por
ejemplo otras presiones extrinsecas de origen antrépico (Moritz et al., 2012),
con el objetivo de conservar la diversidad existente (Kapeller et al., 2016).

II11.7 Conclusiones

Las especies de amplia distribucion que habitan gradientes ambientales
presentan variacion en una gran cantidad de caracteres, muchos de los cuales
poseen base genética. Los resultados de este capitulo muestran que la mayor
diversidad genética se relaciona con mayores precipitaciones y temperaturas.
Por lo tanto, poblaciones de N. pumilio con otra combinacion de variables
climaticas se encuentran bajo cierto grado de estrés abidtico y reducida
diversidad genética. Seria interesante poder evaluar las poblaciones a lo largo
de gradientes ambientales mediante marcadores moleculares adaptativos para
analizar no solo los efectos de fuerzas neutrales como la deriva y el
aislamiento, sino también los efectos de la seleccion natural principalmente

bajo escenarios cambiantes.
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II1.8 Tablas y Figuras
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Tabla Ill.1 Caracteristicas geograficas y diversidad genética de las 27
poblaciones analizadas de Nothofagus pumilio en el gradiente latitudinal. Ae,
namero de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y
He, heterocigosis esperada. * Datos extraidos de Mathiasen y Premoli ( 2010).

Poblacion* ID Latitud  Longitud  Altitud Ae Ar Ho  He
Lag. Epulauquen EPU -36,86 -71,07 1663 1,12 1,13 0,058 0,063
Po. Icalma ICA -38,80 -71,27 1330 1,04 1,06 0,026 0,033
Vn Batea Mahuida. @ BMH -38,84 -71,23 1500 1,06 1,09 0,020 0,046
L. Moquehue MIR -39,00 -71,38 1275 1,05 1,08 0,028 0,041
L. Rucachoroi RCH -39,24 -71,21 1380 1,08 1,12 0,027 0,065
Po. Tromen TRO -39,59 -71,43 1125 1,05 1,08 0,039 0,043
Co. Chapelco CHP -40,20 -71,31 1375 1,08 1,13 0,055 0,066
Po. Cordoba CBA -40,59 -71,16 1360 1,05 1,08 0,036 0,042
Co. Challhuaco CHA -41,25 -71,28 1325 1,02 1,04 0,021 0,020
Co. Perito Moreno  PMO -41,79 -71,56 990 1,05 1,09 0,033 0,046
Co. Piltriquitron PQON -41,97 -71,48 1250 1,02 1,03 0,008 0,016
Co. La Hoya LHY -42,84 -71,26 1275 1,18 1,21 0,067 0,108

L. Vintter VIN -43,97 -71,52 950 1,05 1,07 0,034 0,036

El Portezuelo PTZ -46,07 -71,69 1001 1,22 1,22 0,096 0,122
A. Canalele CAN -46,93 -71,86 1087 1,25 1,23 0,067 0,130
Mte. San Lorenzo SLZ -47,75 -72,35 1100 1,01 1,01 0,005 0,005
Co. Leones LEO -47,79 -72,12 890 1,09 1,09 0,034 0,052

L. Azara AZA -47,84 -72,27 900 1,07 1,09 0,046 0,049
Riviera RIV -47,94 -72,37 850 1,01 1,02 0,010 0,010

L. Burmeister BUR -47,95 -72,12 910 1,20 1,26 0,059 0,136
L. del Desierto DES -49,08 -72,89 457 1,38 1,41 0,095 0,221
Chaltén Seco CTS -49,21 -72,95 454 1,46 1,39 0,105 0,204
El Chaltén CTN -49,27 -72,95 687 1,34 1,38 0,122 0,200

L. Onelli ONI -50,11 -73,30 196 1,31 1,34 0,116 0,190

L. Grey GRE -51,59 -72,60 118 1,20 1,21 0,120 0,105
Mte. Alto MAL -52,08 -71,86 292 1,22 1,26 0,088 0,126
Pta. Arenas ARE -53,29 -71,05 162 1,10 1,15 0,060 0,078
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Tabla IlIl.2 Caracteristicas geograficas y diversidad genética de las 42
poblaciones analizadas de Nothofagus pumilio en el gradiente longitudinal. Ae,
namero de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y
He, heterocigosis esperada. * Datos extraidos de Mathiasen y Premoli ( 2010).

Poblacion ID Latitud Longitud  Altitud Ae Ar Ho He
Po. Cérdoba* CBA -40,60 -71,15 1237 1,06 1,24 0,05 0,06
Co. La Mona MON -40,58 -71,70 1081 1,39 1,48 0,18 0,17
Cuyin Manzano 6 6CUY -40,82 -71,19 1529 1,41 1,89 0,17 0,25
Cuyin Manzano 5 5CUY -40,84 -71,20 1576 1,35 1,58 0,11 0,19
Cuyin Manzano 4 4CUY -40,86 -71,19 1739 1,81 2,25 0,3 0,43
Cuyin Manzano 3 3CUY -40,91 -71,22 1717 1,53 1,82 0,18 0,31
Cuyin Manzano 2 2CUY -40,93 -71,27 1757 1,55 1,95 0,19 0,30
Cuyin Manzano 1 1CUY -40,94 -71,34 1208 1,93 2,28 0,29 0,42
Ea. Altos del Fortin FOR -40,97 -71,22 1155 1,6 1,77 0,39 0,32
L. Ortiz Basualdo BAS -40,98 -71,85 1131 1,63 2,17 0,38 0,37
Lag. Los Clavos CLA -41,05 -71,83 1230 1,38 1,92 0,19 0,27
Po. de las nubes PDN -41,08 -71,78 1555 1,83 2,15 0,29 0,41
Co. Lopez* LOP -41,09 -71,55 1213 1,22 1,56 0,08 0,15
Lag. Negra LN -41,14 -71,57 1184 1,59 1,88 0,23 0,31
Co. Otto* OoTO -41,15 -71,37 1102 1,04 1,17 0,03 0,04
A. del medio AM -41,21 -71,21 1100 1,8 223 0,35 0,41
Jesus JES -41,23 -71,25 1003 1,34 180 0,24 0,23
Co. Challhuaco* CHA -41,25 -71,28 1325 1,03 1,13 0,03 0,03
Nirihuau Arriba NIR -41,29 -71,25 1118 159 1,87 0,36 0,34
Ea. Buitrera BUI -41,30 -71,13 1299 1,81 2,31 0,36 0,39
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Tabla lll.2 (continuacion)

Poblacién ID Latitud Longitud  Altitud Ae Ar Ho He
V. Llodconto LLO -41,39 -71,59 1397 1,32 1,64 0,19 0,19
A. Chenquenillén CHE -41,50 -71,08 1390 1,4 1,87 0,28 0,26
Baguales BAG -41,50 -71,34 1371 1,91 2,33 0,24 0,44
Lengas de Oro LDO -41,67 -71,11 1224 1,08 1,25 0,05 0,06
A. las Minas ALM -41,74 -71,16 1242 1,33 1,73 0,16 0,23
Las Huaytekas HUA -41,76 -71,41 1349 1,67 192 0,22 0,38
Co. Perito Moreno* PMO -41,80 -71,57 990 1,07 1,25 0,04 0,06
Ref. Natacién NAT -41,88 -71,58 1183 1,51 1,70 0,22 0,25
Ea. Mallin Kume MAK -41,90 -71,21 1058 1,45 1,89 0,21 0,28
Pob. Soto SOT -41,93 -71,37 940 1,76 1,99 0,21 0,43
Co. Piltriquitron* PON -41,97 -71,48 1250 1,01 1,05 0,01 0,01
Ref. Motoco MOT -41,98 -71,71 813 1,44 1,70 0,2 0,27
Cid. del zorro CDz -42,41 -71,13 1081 1,7 2,27 0,27 0,41
Cholila CHO -42,42 -71,62 1200 1,95 2,40 0,24 0,44
Co. La Momia MOM -42,58 -71,60 950 2,36 2,64 0,23 0,52
Pob. Neira NEI -42,65 -71,57 1177 1,46 1,79 0,26 0,24
Lag. Escondida ESC -42,76 -71,74 913 1,75 2,03 0,23 0,39
Co. La Hoya* LHY -42,83 -71,27 1275 1,25 1,49 0,09 0,14
Alto del Rio Percey PER -42,84 -71,45 1049 1,4 1,54 0,23 0,22
A. Cascada CAS -42,91 -71,64 1061 1,69 2,06 0,17 0,37
Co. Cocinero cocC -42,95 -71,62 1093 1,86 2,49 0,27 0,46
Co. Nahuel Pan NAP -43,01 -71,20 943 1,41 1,92 0,2 0,28
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Tabla 111.3 Caracteristicas geograficas y diversidad genética de Nothofagus

pumilio en los cuatro cerros analizados en el gradiente altitudinal. Ae, niumero

de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y He,

heterocigosis esperada. * Datos extraidos de Premoli (2003).

Poblacion* Latitud Longitud Altitud Ae Ar Ho He
Co. Challhuaco -41,27 -71,30 1630 1,01 1,03 0,01 0,01
-41,26 -71,30 1470 1,04 1,10 0,01 0,03

-41,26 -71,28 1250 1,01 1,05 0,01 0,01

-41,25 -71,28 1110 1,01 1,06 0,01 0,01

Co. Lopez -41,10 -71,56 1478 1,03 1,10 0,02 0,03
-41,10 -71,56 1386 1,03 1,07 0,002 0,02

-41,10 -71,55 1256 1,04 1,15 0,03 0,04

-41,09 -71,55 1143 1,04 1,12 0,01 0,03

Co. Otto -41,15 -71,39 1427 1,00 1,00 0,00 0,00
-41,15 -71,38 1373 1,04 1,15 0,02 0,04

-41,15 -71,36 1210 1,05 1,17 0,01 0,04

-41,15 -71,34 1102 1,05 1,19 0,03 0,05

Vn. Martial -54,79 -68,39 670 1,06 1,19 0,02 0,05
-54,80 -68,37 385 1,05 1,18 0,04 0,04
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Tabla Ill.4 Variables bioclimaticas extraidas de la base de datos de Worldclim.

ID Variable bioclimatica Descripcion Unidades
BIO1 | Temperatura media anual Pro_medlo de las temperaturas medias oC
registradas en cada mes
BIO2 | Rango diurno promedio Promedio de los valores mensuales de oC
(Tmax-Tmin)

BIO3 | Isotermalidad (BIO2/BIO7)*100 °C

BIO4 Estacionalidad de la Desviacion estandar *100 %
temperatura

BIO5 Te’mpe’rgtura maxima del mes oC
mas calido

BIO6 Te’mpe_ratura minima del mes oC
mas frio

glo7 | Rango anual de la (BIO5-BIO6) oC
temperatura
Temperatura media del cuarto | Promedio de la temperatura de los

BIO8 PR P ~ °C
mas humedo cuatro meses mas humedos del afio

BIO9 Temperatura media del Promedio de la temperatura de los oC
cuatrimestre mas seco cuatro meses mas secos del afio
Temperatura media del Promedio de la temperatura de los

BIO10 X P P ~ °oC
cuatrimestre mas calido cuatro meses mas calidos del afio
Temperatura media del Promedio de la temperatura de los

BIO11 X Coe e ~ °oC
cuatrimestre mas frio cuatro meses mas frios del afio

BIO12 | Precipitacion anual Mm

BIO13 PfeC|p|taC|on del mes mas Mm
himedo

BIO14 Precipitacion del mes méas Mm
seco

BIO15 Esta_czlpna'h,dad dela Coeficiente de variacion %
precipitacion
Precipitacion del cuatrimestre | Promedio de la precipitacion de los

BIO16 P N ~ Mm
mas humedo cuatro meses mas humedos del afio
Precipitacion del cuatrimestre | Promedio de la precipitacion de los

BIO17 . ! ~ Mm
Mas seco cuatro meses mas secos del afio
Precipitacion del cuatrimestre | Promedio de la precipitacion de los

BIO18 Lo L ~ Mm
mas célido cuatro meses mas calidos del afio

BIO19 Precipitacion del cuatrimestre | Promedio de la precipitacion de los Mm

mas frio del afo

cuatro meses mas frios del afio
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Tabla lll.5 Regresiones simples entre las 19 variables bioclimaticas y la latitud.

de\pl)irrlli?elslte i F(1,25) P B
BIO1 0,24 7,91 0,009 -0,49
BIO2 0,92 272,13 0,000 -0,96
BIO3 0,80 101,51 0,000 -0,90
BIO4 0,54 28,85 0,000 -0,73
BIOS 0,79 95,53 0,000 -0,89
BIO6 0,02 0,48 0,495 -0,14
BIO7 0,92 295,55 0,000 -0,96
BIO8 0,34 12,89 0,001 0,58
BIO9 0,75 74,83 0,000 -0,87
BIO10 0,52 27,12 0,000 -0,72
BIO11 0,10 2,67 0,115 -0,31
BIO12 0,33 12,36 0,002 -0,58
BIO13 0,71 61,89 0,000 -0,84
BIO14 0,22 7,22 0,013 0,47
BIO15 0,96 574,79 0,000 -0,98
BIO16 0,68 53,09 0,000 -0,82
BIO17 0,14 4,17 0,052 0,38
BIO18 0,20 6,32 0,019 0,45
BIO19 0,74 70,59 0,000 -0,86
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Tabla 1l1l.6 Regresiones simples entre las 19 variables biocliméaticas y la

longitud.

de\pl)zrrlgibelflte i F(1;40) P B
BIO1 0,04 1,55 0,221 0,19
BIO2 0,66 78,29 <0,001 -0,81
BIO3 0,05 2,07 0,158 0,22
BIO4 0,79 154,17 <0,001 -0,89
BIOS 0,02 0,78 0,384 -0,14
BIO6 0,17 8,00 0,007 0,41
BIO7 0,73 109,29 <0,001 -0,86
BIO8 0,09 3,85 0,057 0,30
BIO9 0,01 0,44 0,509 0,10
BIO10 0,00 0,03 0,873 0,03
BIO11 0,13 6,13 0,018 0,36
BIO12 0,80 157,85 <0,001 0,89
BIO13 0,64 72,53 <0,001 0,80
BIO14 0,90 342,37 <0,001 0,95
BIO15 0,64 72,30 <0,001 -0,80
BIO16 0,73 106,29 <0,001 0,85
BIO17 0,92 433,84 <0,001 0,96
BIO18 0,92 465,11 <0,001 0,96
BIO19 0,70 95,04 <0,001 0,84
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Tabla lll.7 Regresiones simples entre las 19 variables bioclimaticas y la altitud.

Variable dependiente R? F(1,12) ) B
BIO1 0,20 2,91 0,114 0,44
BIO2 0,79 44,31 <0,001 0,89
BIO3 0,002 0,02 0,886 -0,04
BIO4 0,71 29,09 <0,001 0,84
BIO5 0,54 14,25 0,003 0,74
BIO6 0,17 2,39 0,148 0,41
BIO7 0,72 31,30 <0,001 0,85
BIOS 0,91 116,66  <0,001 -0,95
BIO9 0,51 12,65 0,004 0,72
BIO10 0,40 7,86 0,016 0,63
BIO11 0,003 0,04 0,846 0,06
BIO12 0,25 3,96 0,070 0,50
BIO13 0,50 11,99 0,005 0,71
BIO14 0,70 28,16 <0,001 -0,84
BIO15 0,73 32,85 <0,001 0,86
BIO16 0,54 13,87 0,003 0,73
BIO17 0,42 8,83 0,012 -0,65
BIO18 0,64 21,30 <0,001 -0,80
BIO19 0,57 15,63 0,002 0,75
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Tabla 111.8 Regresiones simples entre las variables de diversidad genética y la

latitud, la longitud y la latitud en cada gradiente.

Variable dependiente R? F Gl P  Variable predictora B
Gradiente latitudinal
Ae 0,30 10,68 1;25 0,003 Latitudinal 0,55
Ar 0,29 10,39 1;25 0,004 Latitudinal 0,54
Ho 0,33 12,56 1;25 0,002 Latitudinal 0,58
He 0,29 10,28 1;25 0,004 Latitudinal 0,54
Gradiente longitudinal
Ae 0,04 1,53 1;40 0,224 Longitud 0,19
Ar 0,01 0,59 1;40 0,447 Longitud 0,12
Ho 0,00 0,17 1;40 0,681 Longitud 0,07
He 0,02 0,97 1,40 0,332 Longitud 0,15
Gradiente altitudinal
Ae 0,31 5,36 1;12 0,039 Altitud -0,56
Ar 0,38 7,37 1;12 0,019 Altitud -0,62
Ho 0,63 7,96 1;12 0,015 Altitud -0,63
He 0,32 5,70 1;12 0,034 Altitud -0,57
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Tabla 1.9 Resumen de las regresiones multiples entre las variables de
diversidad genética y las 19 variables biocliméaticas para N. pumilio en los
diferentes gradientes ambientales. A, numero efectivo de alelos; Ar, riqueza
alélica; Ho, heterocigosis observada; Hg, heterocigosis esperada. Las

referencias de las variables biocliméaticas se encuentran en la Tabla Ill.4.

Variable dependiente ~ R? F Df P p\r/eacglif:‘?(:?ass B

E‘;ﬁgﬁgzj A. 080 1352 620 <0,001 BI04 2,56
BIO17  -7.34

BIO18 545

BIO8  -061

BIO9 0,83

BIOI5  -0,76

Ar 078 944 719 0029 BIO17  -6,89

BIO18 5,02

BIOS  -0.82

Ho 079 1247 620 0033 BIO18 684

BIO17  -8,57

BIOS  -033

BIO14 2,49

BIO9 0,67

He 077 905 719 0029 BIO17  -6,59

BIO18 4,74

BIOS  -0.82

Ifnrgi?ﬁi‘rﬁ; Ae 0,32 346 536 0050 BIOl4 2,80
BIO18  -4,36

BIOO  -073

BIO16 7,96

Z;ﬁg:;ﬂ: A, 038 731 112 0019 BIO14 0,62
Ar 039 756 112 0018 BIO8 0,62

Ho 047 487 211 0050 BIO8 0,76

He 035 641 112 0026 BIO14 0,59
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Figura lll.1 Relacion entre los parametros de diversidad genética y los

diferentes gradientes ambientales de N. pumilio. Ae, numero efectivo de alelos;

Ar, rigueza alélica; Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis esperada.
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Figura Ill.2 Relacién entre el numero efectivo de alelos (Ae) y la riqueza alélica
(Ar) y las variables bioclimaticas Bio 14 (mm) y Bio 8 (°C) que arrojaron
resultados significativos en las regresiones multiples para los distintos
gradientes. Las unidades de la variable Bio 8 se encuentran multiplicadas por
10.
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Capitulo IV Caracteristicas ecofisioldgicas de plantulas de
poblaciones centrales y marginales de Nothofagus pumilio en
jardin comun y respuestas al déficit hidrico
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IV.1 Introduccion

Conocer el funcionamiento de las plantas en sus ambientes naturales y los
patrones que determinan su distribucién, supervivencia y crecimiento, es uno
de los principales objetivos de la ecofisiologia (Kramer y Boyer 1995; Lambers
1998; Ackerly et al., 2002). Hacia los centros de su distribucion las especies por
lo general se encuentran bajo condiciones ecoldgicas Optimas para su
desarrollo, y hacia las margenes las condiciones se vuelven limitantes (Lesicay
Allendorf, 1995) generando intensas presiones de seleccion. Como resultado,
estas poblaciones pueden presentar adaptaciones locales cruciales para la
supervivencia de las especies frente al cambio climatico global (Sabatier et al.,
2011; Kreyling etal.,, 2014). Por lo tanto, el estudio de las variaciones
fenotipicas a lo largo de gradientes ambientales y/o condiciones extremas y su

posible base genética es sumamente relevante.

El aumento de las temperaturas medias de verano predichas para el
norte de la Patagonia, podrian producir cambios en los balances hidricos y la
intensidad de las sequias (IPCC, 2014). Bajo este escenario, es prioritario
analizar las potenciales respuestas de especies clave para los ecosistemas
boscosos; particularmente de especies con capacidad de dispersion limitada,
ya que podrian ver restringida la posibilidad de modificar sus rangos de
distribucion frente a los cambios ambientales. Estos cambios pueden ser mas
pronunciados hacia los extremos de distribucion de las especies donde habitan
las poblaciones marginales (Premoli y Mathiasen, 2011). Ademas, sumado al
cambio climatico global, la influencia de la Cordillera de los Andes crea un
pronunciado gradiente de precipitacion de oeste a este debido a un efecto
sombra de lluvia (Veblen etal.,, 1996; Daniels y Veblen, 2004). Las
precipitaciones medias anuales disminuyen de 3000 mm a menos de 800 mm
en una distancia de solo 50 km desde la cordillera hacia el este (Veblen et al.,
1996). Por otra parte, las precipitaciones en Patagonia se concentran
principalmente en invierno, lo que determina junto a las bajas temperaturas
invernales, que la época humeda y la temporada de crecimiento de las plantas

no coincidan (Paruelo et al., 1998).
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Cuando la disponibilidad de agua es escasa, las plantas exhiben estrés
hidrico y se ve limitado su funcionamiento 6ptimo. El estrés hidrico de las
plantas puede resultar de un déficit hidrico del suelo (edéfico), una demanda
evaporativa atmosférica muy elevada o ambos factores. Frente a esto, las
plantas han desarrollado un amplio espectro de estrategias de resistencia
(Valladares et al., 2004) que pueden ser respuestas plasticas o genéticamente
determinadas. Las estrategias para lidiar con ambientes secos incluyen: ajustes
elasticos y osméticos (activos y/o pasivos, e.g Mitchell et al., 2008; Scholz
etal., 2012) cambios hidraulicos (i.e. disminucion de la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema, diametros menores de los vasos, (e.g., Nardini et al.,
2012; Bucci et al., 2013; Blackman et al., 2014), mayor control estomatico para
limitar la pérdida de agua y evitar fallas hidraulicas (Bucci et al., 2008; Martin-
StPaul et al., 2017; Flexas et al., 2018), asi como un aumento en la eficiencia

del uso de recursos y cambios en los patrones de asignacion de carbono.

Estudios previos encontraron diferentes estrategias de resistencia a la
sequia relacionadas a habitats que difieren en sus regimenes de precipitacion
anual, tanto en especies estrechamente relacionadas (Ambrose et al., 2015)
como dentro de una misma especie (Nguyen etal.,, 2017). En el género
Nothofagus un estudio reciente sugiere que seis especies que habitan
diferentes condiciones climaticas, presentan adaptaciones para mantener
potenciales hidricos relativamente altos frente a una baja disponibilidad de
agua (Bucci etal.,, 2012). En particular se ha encontrado que la especie
Nothofagus pumilio presenta una respuesta de evitacién de la sequia ante el
estrés hidrico (Peri et al., 2009).

Es ampliamente aceptado que la regulacion estomatica es uno de los
factores mas importantes que puede contribuir al proceso de resistencia a la
sequia (Tardieu y Simonneau, 1998; McDowell et al., 2008; Skelton et al., 2015;
Nguyen et al., 2017).Segun el grado de regulacion estomatica del potencial
hidrico, las plantas pueden clasificarse en isohidricas o anisohidricas (Tardieu y
Simonneau, 1998), aunque existen estudios que sugieren que no existe una

dicotomia, sino un continuo entre ambos comportamientos (Klein, 2014).
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La caracteristica principal del comportamiento isohidrico es su capacidad
de cierre estomatico cuando se sensa una caida del potencial hidrico del suelo
0 un aumento de la demanda atmosférica. Es decir, que poseen un fuerte
control estomatico para mantener relativamente constante su potencial hidrico
foliar bajo diferentes condiciones ambientales, evitando asi pérdidas de
conductividad hidraulica (Sperry et al., 2002) o de turgencia celular (Cochard et
al., 2002). Sin embargo, como resultado del cierre estomético, la asimilacion de
carbono y la acumulacién de compuestos del metabolismo primario podrian ser
limitadas. En cambio en el comportamiento anisohidrico, el control estomatico
es débil y las plantas siguen transpirando incluso cuando el contenido de agua
del suelo disminuye o existe un elevado déficit de presién de vapor, corriendo
el riesgo de que el potencial de agua disminuya mas alla de los umbrales de
seguridad hidraulica y el punto de pérdida de turgor (Bucci et al., 2013). Ante
un nivel de estrés elevado o prolongado, el comportamiento anisohidrico no
puede ser mantenido, llegando a un limite a partir del cual la planta debe
adoptar mecanismos de tipo isohidrico (Schultz, 2003; Maseda y Fernandez,
2006). La apertura y cierre de los estomas es probablemente la actividad mas
importante de regulacion de la pérdida de agua que ejercen las plantas, y
siempre que los estomas permanezcan abiertos para incorporar dioxido de
carbono, también dejaran que se escape el agua. Por lo tanto existe un
compromiso entre el riesgo de una pérdida excesiva de agua y la fotosintesis,
una reducciéon de la fotosintesis puede implicar un menor crecimiento para la
planta, es decir que la transpiracion puede tener efectos favorables y

desfavorables.

El potencial hidrico es utilizado como indicador para conocer el estado
hidrico en las plantas y su valor depende del balance de sus componentes, a
saber: potencial osmoético (Wo), potencial de presion o turgencia (Wp), potencial
matrico (Wm) y potencial gravitacional (\Wg). El valor de referencia es el agua
pura, que en condiciones estandar a una presion atmosférica (1 atm = 0,1
MPa), y a la misma temperatura se considera W=0 (Slatyer y Taylor, 1960). El
potencial osmoético estd dado por la presencia de solutos que disminuyen la
capacidad del agua de realizar trabajo (disminuye la energia libre del agua), por

esta razon su valor siempre es negativo. El potencial de presion esta
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relacionado con la resistencia que opone la pared celular al incremento del
volumen celular siendo siempre mayor que cero. El potencial gravitacional es la
tendencia del agua a moverse hacia abajo debido a la gravedad, un incremento
de 10m de altura aumenta el potencial 0,1MPa (Taiz y Zeiger, 2003). El
potencial matrico se debe a la adsorcién por capilaridad del agua a matrices
sélidas o coloidales y disminuye el potencial hidrico. Los componentes del
potencial hidrico tienen un efecto aditivo siendo el potencial hidrico total su
suma algebraica (ec. 4.1).

Whoo = Wo + Wm+ Yg + Wp (ec. 4.1)

En las hojas el potencial matrico es de bajo valor, por lo cual se asume
despreciable (Fernandez y Gyenge 2005) y generalmente se omite también el
componente gravitatorio, ya que es insignificante en comparacion con el

potencial osmotico y el potencial de presion (Taiz y Zeiger, 2003).

La cantidad de agua que un suelo es capaz de retener en equilibrio con
la gravedad se denomina capacidad de campo. Cuando el agua del suelo
disminuye, su extraccion es cada vez mas dificil debido a la disminucion del
gradiente de potencial y al potencial matrico del suelo. Si el agua sigue
disminuyendo se alcanza el punto de marchitez permanente, a partir del cual

las plantas ya no pueden absorber agua del suelo.

Las poblaciones de N. pumilio que habitan el ecotono entre el bosque
australandino y la estepa se encuentran en el extremo mas seco del rango de
distribucion de la especie, pudiendo estar bajo condiciones de estrés hidrico
durante los veranos, periodo que coincide con su temporada de crecimiento.
Aunque la variacion latitudinal y altitudinal para los caracteres adaptativos y
neutrales ya ha sido estudiada para N. pumilio (Premoli, 1998, Barrera et al.,
2000; Cuevas, 2000; Mathiasen y Premoli, 2010; Fajardo y Piper, 2011), la
variacion longitudinal y la respuesta potencial al estrés hidrico es desconocido.
Varios estudios sugieren que las respuestas de las plantulas de N. pumilio a
gradientes ambientales parece estar modulada por el clima local y la variacion
intraespecifica en caracteres funcionales (Barrera etal.,, 2000; Premoli y
Brewer, 2007; Fajardo y Piper, 2011; Piper et al., 2013), algunos de los cuales

tienen base genética (Premoli etal.,, 2007) y por lo tanto son adaptativos
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(Mathiasen y Premoli, 2016). A su vez, plantulas de N. pumilio provenientes de
elevaciones contrastantes cultivadas bajo condiciones homogéneas de riego,
también mostraron ajustes plasticos en el uso de agua, que podrian ser
ventajosos en regimenes climaticos de tipo mediterrdneo con sequias de

verano (Premoli y Brewer, 2007).

Las poblaciones marginales son cruciales para comprender cOmo
responderan las especies a los entornos cambiantes (Kreyling et al., 2014). En
el contexto del cambio climatico, estas poblaciones pueden considerarse
experimentos naturales, dado que pueden desempeiiar un papel importante
adecuandose localmente mediante una adaptacion rapida, o bien rastreando su
nicho O6ptimo mediante la migracion a medida que cambian las condiciones
ambientales. Especificamente el estudio de las poblaciones ubicadas en los
extremos de los gradientes de precipitacion tiene entonces gran importancia
para comprender como las especies podrian responder a las condiciones de
sequias mas frecuentes y extremas pronosticadas para el norte de la Patagonia
(CONAMA 2006). Se ha sugerido que los bosques en contacto con la estepa
patagonica han presentado una tendencia negativa de crecimiento durante el
siglo XX en respuesta a una intensificacion del déficit hidrico (Srur et al., 2008).
Otros estudios han encontrado una disminucién en grandes areas del bosque
de Nothofagus pumilio (Rodriguez-Catén et al., 2016) y sefiales de mortalidad
parcial de copa (Rodriguez-Caton et al., 2015) en relacién a sequias severas,
siendo estos efectos mas pronunciados cerca del limite oriental de su
distribucion. Los experimentos de genética ecologica permiten separar el
componente genético del ambiental siendo Utiles para analizar plantas de
distintas procedencias y la influencia de un determinado factor ambiental como

el estrés hidrico.
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IV.2 Objetivo particular

El objetivo de este capitulo es comparar los caracteres ecofisiologicos de
plantulas de Nothofagus pumilio provenientes de poblaciones bajo regimenes
de precipitacion contrastantes (poblaciones centrales y marginales) en jardin
comun, y analizar respuestas al déficit hidrico, para diferenciar la existencia de
bases genéticas de efectos ambientales.

IV.3 Hipétesis particular

Las hipotesis y predicciones planteadas en este capitulo fueron las siguientes

% Hipotesis IV.1 El déficit hidrico en habitats marginales genera presiones de
seleccion sobre caracteres ecofuncionales.

» Prediccion IV.1.1 las plantulas de procedencia marginal creciendo bajo
condiciones de déficit hidrico presentaran mayor eficiencia en el uso de
agua respecto a las plantulas centrales.

» PrediccionlV.1.2 las plantulas de procedencia marginal creciendo bajo
condiciones de déficit hidrico alcanzaran valores mas negativos de

potencial hidrico foliar con respecto a las plantulas centrales.

IV.4 Materiales y métodos

El presente estudio consistio en dos experimentos (un experimento de jardin
comun y un experimento manipulativo de déficit hidrico) sobre plantulas de
Nothofagus pumilio provenientes de los extremos del gradiente de precipitacion
gue ocurre alos 41°S en el norte de Patagonia. Esta area se encuentra bajo un
clima de tipo mediterrdneo, caracterizado por veranos secos y precipitaciones
impredecibles durante la temporada de crecimiento. Las poblaciones de N.
pumilio se encuentran principalmente entre 800 y 1800 mm de precipitacion

media anual.
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Sitios de procedencia y coleccién de plantulas

Se trabajo con plantulas procedentes de tres poblaciones marginales y tres
poblaciones centrales (Tabla 1V.1y Fig. IV.1). En cada sitio se colectaron
plantulas germinadas bajo condiciones naturales durante la primavera austral
(octubre — diciembre) de los afios 2012 y 2013. Para minimizar una posible
influencia de la altitud, todas las plantulas fueron colectadas sobre el limite
inferior del bosque de N. pumilio (entre los 1000 y1200 m s. n. m.).

La clasificacion de las poblaciones en marginales o centrales se realizé
utilizando un criterio basado en la precipitacion media anual de cada sitio que
fue estimada a partir de worldclim v.1, con una resolucion espacial de 30 seg.
(Hijmans et al., 2005; http://www.worldclim.org). Las poblaciones que reciben
menos de 850 mm de precipitacion media anual fueron clasificadas como
marginales y las que reciben mas, como poblaciones centrales (Fig. IV.1). Las
precipitaciones medias anuales encontradas en las poblaciones central y

marginal estudiadas fueron de 1102 y 781,3 mm, respectivamente.

Para evitar la existencia de estrés debido al trasplante, las plantulas
fueron colectadas cuidadosamente reteniendo parte de su suelo original. Una
vez en el invernadero, las raices fueron lavadas y las plantulas se trasplantaron
a macetas plasticas de 0,5 L con una mezcla de turba y suelo de bosque nativo
(Premoli y Brewer, 2007). Se utiliz6 el mismo tipo de suelo en todas las

macetas con el objetivo de homogeneizar el contenido de nutrientes del suelo.

Experimento de jardin comun

Durante tres afos, las plantulas fueron cultivadas en un invernadero localizado
en el Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y Medioambiente INIBIOMA,
de Bariloche bajo condiciones tipicas del sotobosque de bosques de N. pumilio
(PAR ~700 pmolm™ s™* al mediodia) (Fig. IV.2). Con el fin de minimizar efectos
micro-ambientales, las plantulas fueron distribuidas en forma aleatoria y se
rotaron regularmente, procurando que factores como luz y disponibilidad de

agua fuesen similares para todas. A los dos afios de permanencia en el
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invernadero las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 1 L de capacidad
(Fig. IV.3).

Mediciones del crecimiento y mortalidad

Cada afio se registr6 el porcentaje acumulado de mortalidad como plantas
vivas (1) o muertas (0) y el porcentaje acumulado de muerte parcial como
plantas con (1) o sin (0) presencia de muerte parcial de su eje principal y/o

ramas laterales.

En Octubre del 2015 y 2016 se midi6 la altura total (cm), diametro a la
altura del cuello (mm), nimero de ramas, y numero total de hojas. La altura de
cada individuo se midio con una cinta métrica desde el cuello del tallo principal
hasta el extremo del eje principal extendido. El diametro a la altura del cuello se
midio con un calibre digital 723Z-6/150MM (Starrett, USA).

Mediciones de fenologia foliar

Se observo el proceso de foliacion desde la apertura de las yemas hasta la
expansion foliar total siguiendo la clasificacion de estadios fenologicos
establecidos por Rusch (1993). El estadio de las plantulas fue registrado segun
la fenofase de yema y/u hoja mas avanzada presente en cada individuo. Los
estadios fueron: yemas en reposo, yemas hinchadas, hojas recién abiertas, y
hojas completamente expandidas. Se registro el estadio fenolégico de un total
de 91 plantulas centrales y 158 marginales en tres fechas entre septiembre y
octubre del 2014.

Densidad estomética y caracteres morfolégicos foliares

Para evaluar la existencia de diferencias entre plantulas centrales y marginales
en la densidad estomatica y caracteres morfologicos foliares, se seleccionaron
al azar 5 plantulas marginales y 5 centrales al final del experimento de jardin
comun. De cada plantula se colectaron 5 hojas de diferentes posiciones para

obtener una muestra representativa de todo el individuo.

La densidad estomatica se estimd a partir de improntas realizadas con

esmalte de la superficie foliar abaxial (Brewer y Smith, 1997). En cada hoja se
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conté el numero de estomas de cinco campos a 400x de aumento con un
microscopio o6ptico, los datos se corrigieron por area y los resultados se
reportaron como nimero de estomas por mm?. Los parametros medidos fueron
longitud (L), ancho (A), area foliar (AF), perimetro (Per), redondez (R) y relacion
ancho-largo (A/L) de cada hoja con un escaner y el programa Digimizer v4.6.1
(MedCalc Software, Belgium). También se determiné el peso seco (PS) y el
area foliar especifica (AFE), calculada sobre un solo lado del area foliar por
unidad de masa seca de las hojas, secando a 60 °C hasta masa constante. El
factor de redondez (R) esta definido como 4 T x area/perimetro®, y es una
medida adimensional de la redondez de un objeto (un circulo perfecto equivale
a R=1)

Experimento manipulativo de déficit hidrico

A principios de noviembre del 2016 se dividieron 75 plantulas marginales y 28
centrales en dos grupos con regimenes de riego contrastantes: tratamiento
control (C) y tratamiento de déficit hidrico (DH). La duracion del experimento
fue de 30 dias y se decidid realizarlo a fines de la primavera para evitar

temperaturas muy elevadas en el invernadero (Varela et al., 2010).

Para determinar la disponibilidad hidrica de los tratamientos, se
obtuvieron los valores de capacidad de campo y punto de marchitez
permanente a partir de una curva de retencion hidrica del suelo realizada por el
laboratorio de suelos del INTA EEA Bariloche (-0,03; -0,1; -0,15; -0,7 and -1,5
MPa). Los resultados de este método se expresan en unidades gravimeétricas,
por lo cual fueron convertidos a contenidos de humedad volumétricos
multiplicandolos por la densidad aparente del suelo. La densidad aparente se
estim6 mediante el pesado de las macetas, el calculo de su volumen y su nivel
de humedad. El contenido de humedad volumétrico a lo largo del experimento
fue monitoreado utilizando un sensor volumétrico de humedad EC-5 (Decagon

devices).

Dado que el experimento fue realizado en macetas, también se calculd

la capacidad de campo en macetas (pot capacity”, PC), que es una medida
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analoga a la capacidad de campo siendo el contenido hidrico que entrega una
distribucién uniforme de agua dentro de una maceta. El PC, es por lo general,
mayor a la capacidad de campo del mismo suelo medida en laboratorio por el
metodo gravimétrico. Para su determinacion se regaron hasta saturacion tres
macetas, se las cubrié con plastico para evitar evaporacion y se dejaron drenar
hasta registrar peso constante. El peso se estabiliz6 a las 96hs con un
contenido volumétrico de 30,5 + 1,9 % que se consider6 el PC de las macetas.
La diferencia entre la capacidad de campo y el punto de marchitez permanente
se denomina agua util o agua disponible, y el agua que permanece inaccesible
para ser absorbida por las plantas se denomina residual o agua higroscoépica.

El tratamiento control consistié en garantizar una buena disponibilidad
hidrica a las plantas con un porcentaje de humedad volumétrico cercano al PC,
evitando de esta manera que exista déficit hidrico. Para ello se mantuvo el
porcentaje de humedad relativo entre 25 y 30% (Fig. 1V.7B). Al finalizar el
experimento se determind que el potencial hidrico promedio del suelo durante
el tratamiento control fue de -0,4 MPa (Fig. IV.7A). Esto se realiz6 tomando
como referencia el potencial hidrico foliar de madrugada (potencial hidrico foliar
maximo) ya que es considerado el mejor estimador del potencial hidrico del

suelo en plantas que no transpiran de noche (Bucci et al., 2004).

El tratamiento de déficit hidrico consistio en mantener el porcentaje de
humedad volumétrico del suelo en las macetas cercano al punto de marchitez
permanente (13,8 %) con la intencion de generar estrés hidrico en las
plantulas, y que la disponibilidad de agua sea contrastante respecto al
tratamiento control. Para ello se mantuvo el porcentaje de humedad relativo
entre 10 y 15 % (Fig. IV.7B). Al finalizar el experimento se constaté que el valor

de potencial hidrico promedio del tratamiento fue de 1,1MPa (Fig. IV.7A).

Al comenzar el experimento todas las plantulas fueron regadas a
saturacion y se mantuvieron sin riego hasta alcanzar los porcentajes de
humedad relativa determinados para cada tratamiento. Para mantener los
niveles de humedad dentro de los rangos, se monitored diariamente el
contenido volumétrico de agua en al menos 10 macetas con plantas de cada

combinacién de procedencia/tratamiento. La frecuencia y volumen de irrigacion
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para reponer el agua transpirada fue variable, siendo siempre mayor el

volumen suministrado al tratamiento control y se realiz6 manualmente.
Tasa de crecimiento relativo

Con una cinta métrica se midio la altura en cm desde el cuello del tallo principal
hasta el extremo de la rama mas alta de cada individuo al inicio y al final del
experimento de déficit hidrico. A partir de la altura se calculé la tasa de
crecimiento relativo como RGR = In (A2/Al), donde Al = altura en tl y A2 =
altura en t2 (Premoli et al., 2007).

Intercambio gaseoso

El intercambio de gases puede utilizarse para evaluar como el estado
hidrico afecta las plantas, y permite calcular la eficiencia en el uso del agua. La
actividad fotosintética y la transpiracion se pueden medir mediante la
cuantificacion de las concentraciones de CO; (filado y emitido) y vapor de agua
atmosférico con un analizador de gases infrarrojo (Fernandez y Gyenge 2004).
La eficiencia en el uso de agua es una medida de la efectividad de los estomas

en maximizar la fotosintesis reduciendo al mismo tiempo, la pérdida de agua.

Las medidas de intercambio gaseoso fueron realizadas sobre hojas
completamente expandidas de un subset de 73 plantulas al final de los
tratamientos hidricos, durante dos dias consecutivos y en un orden aleatorio.
Se registro la tasa de fotosintesis neta (Anet, tmol CO, m? s™), la conductancia
estomatica (gs, mol H,O m? s™) y la tasa de transpiracion foliar (E, mmol H,O
m? s*) usando un equipo medidor infrarrojo del intercambio gaseoso LICOR-
6400 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) con una fuente 6400-02B LED que
provee una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 700 pmol m? s™. Este
nivel de radiacién se encuentra por encima del punto de saturacion para N.
pumilio (Martinez Pastur 2007). La atmdésfera de la camara fue mantenida a
20°C, 40% de humedad relativa, con una concentracion de CO, de 400 ppm.
Se calcul6 la eficiencia en el uso de agua a nivel instantaneo (EUA) como el

cociente entre Anet Y E (umol COxfijados por mmol de H,O transpirada).
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N. pumilio presenta estomas solo en su superficie abaxial (Premoli y
Brewer, 2007), por lo tanto Anet Y gs fueron reportadas sobre un solo lado del
area foliar. Luego de las mediciones, las hojas fueron colectadas y se
determin6 el area foliar con un escaner y el programa Digimizer v4.6.1

(MedCalc Software, Belgium).

Estado hidrico de las plantas

Los potenciales hidricos de madrugada (méaximo) y mediodia (minimo), se
miden camara de presion de Scholander, la cual permite evaluar la variacién en
el potencial hidrico de las plantas en relacion a la demanda atmosférica y el
potencial hidrico del suelo. Esta camara también se utiliza para construir curvas
de presion volumen que permiten estudiar las estrategias de resistencia al

estrés hidrico a nivel celular (ajuste osmatico y ajuste elastico).

Para estudiar el estado hidrico a partir de mediciones del potencial
hidrico, se utilizaron diferentes sets de plantulas. Uno para medir los
potenciales hidricos de madrugada (Wmax) Y mediodia (WYmin), ¥ otro para
construir las curvas P-V. Es importante aclarar qué estos procedimientos
implican el corte de ramas, por lo cual fueron realizados luego de completar las
otras mediciones fisiologicas para evitar que estas pudiesen verse afectadas.
Todas las mediciones fueron realizadas al finalizar los 30 dias de duracion del

experimento.

Los Wmax Y Wmin fueron medidos con una camara de presion Schélander
(PMS 1000, PMS Instruments, Corvallis, Oregon, USA) en 5 plantulas por cada
combinacion de procedencia/tratamiento. A cada plantula se le extrajo una
rama entre las 05:00 y 07:00 h y una segunda rama entre las 12:00 y 14:00 h.
La decision de utilizar ramas en lugar de hojas se realiz6 debido que los
peciolos son muy cortos. Inmediatamente después del corte de cada rama se

procedio a medir su potencial hidrico.

Para la construccion de las curvas P-V se utilizaron de 3 a 6 plantulas
por combinacion de procedencia/tratamiento. De cada plantula se corté una

rama con hojas completamente expandidas. Las ramas cortadas fueron
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inmediatamente puestas a rehidratar en oscuridad durante 12 h con el extremo
de corte sumergido en agua destilada para obtener su peso inicial a saturacion.
A continuacion, siguiendo la técnica de transpiracion libre (Tyree y Hammel,
1972) utilizando nuevamente una camara de presion de Scholander se
realizaron mediciones sucesivas del potencial hidrico sobre cada rama. Las
mediciones se realizaron a intervalos regulares dejando secar la rama por
exposicion al aire, y tomando antes de cada mediciébn su peso con una
precision de 0,001 g para registrar las reducciones en el contenido relativo de
agua. Este procedimiento se repitid al menos 8 veces por rama, para de esa
manera, contar con suficientes puntos para la construccion de las curvas
(Fernandez y Gyenge, 2010). Las muestras fueron deshidratadas hasta que los
valores del potencial hidrico permanecieron constantes o aumentaron por
dafos en los tejidos. Al finalizar se determind el peso seco de las ramas

mediante su secado en estufa a 60°C hasta peso constante.

Las curvas P-V son una representacion grafica de la inversa del
potencial hidrico (-1/w) de una muestra frente a su volumen de agua
simplastica (1-CRA). Las curvas P-V permitieron estimar el potencial osmaotico
a saturacion (1sa, MPa), el potencial hidrico en el punto de pérdida de turgor
(PPT MPa), el contenido relativo de agua en el punto de pérdida de turgor
(CRAupt), el modulo de elasticidad maximo de las paredes celulares (€max,

MPa), y el contenido de agua apoplastica (CRApop)-

Al graficar la relacion entre -1/p y 1-CRA se observa que esta tiene una
porcién inicial curvilinea con pendiente elevada, seguida por una porcion mas
recta con menor pendiente (Fig. IV.8). El punto de inflexion entre las dos
porciones se debe a la pérdida total de turgencia del tejido y se denomina
punto de pérdida del turgor (PPT). Este punto se determind realizando una
regresion lineal entre -1/p y 1-CRA, eligiendo la recta con mayor ajuste. El T4
se estimo extrapolando la recta hasta el eje de las ordenadas y el potencial en
el PPT extrapolando el PPT hasta el eje de las ordenadas. También, a través
de la interseccién de la recta con el eje de las abcisas (-1/y = 0) se calculé el

porcentaje de agua almacenada en el apoplasto, como CRAzp0p = 1- CRA.
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Se midi6 el modulo de elasticidad maximo (emax) cuantifica los cambios
del potencial de presion o turgencia en funcién de variaciones del volumen
celular y puede aumentar, disminuir o permanecer constante en respuesta al
estrés hidrico (Goldstein et at. 1989). Se calcul6 como €na= AW/CRA para
valores cercanos CRA = 1 (turgencia maxima), ya que se considera que en esa
zona la pendiente es maxima y constante (lke y Thurtell en Ferndndez y
Gyenge, 2010).

Analisis de datos

La normalidad y homogeneidad de varianzas fue evaluada a través del test de
Shapiro-Wilk y test de Levene respectivamente. Cuando los datos no se
ajustaron a una distribucion normal se utilizaron test no parameétricos. En el
experimento de jardin comun la mortalidad y muerte parcial fue comparada
entre procedencias mediante test de t. Para analizar las variables medidas
repetidamente en distintos afios (altura, diametro a la altura del cuello, nimero
de ramas y numero total de hojas) dentro de cada procedencia se utilizaron test
de Wilcoxon y para las comparaciones entre procedencias test de Mann
Whitney. Se analiz6 también el efecto de la edad sobre estas variables
mediante analisis de covarianza (ANCOVA). Los estadios fenoldgicos se
evaluaron mediante test de chi-cuadrado, mientras que la densidad estomatica
y caracteres morfoldgicos foliares entre procedencias se compararon mediante
analisis de varianza (ANOVA) de una via. En el experimento manipulativo de
déficit hidrico la existencia de diferencias estadisticamente significativas y
efectos combinados de procedencia y tratamiento en las medidas de
intercambio gaseoso, estado hidrico de las plantas y tasa de crecimiento
relativo se realizaron tests no paramétricos de Kruskal Wallis de
comparaciones multiples. Los parametros derivados de las cursas de presion
volumen fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via.
Todas los analisis estadisticos fueron realizados con el programa STATISTICA
v7.0 (Statsoft, Tulsa, OK).
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IV.5 Resultados

Experimento de jardin comun

Ambos tipos de plantulas presentaron incrementos similares de muerte parcial
durante el cultivo en jardin comun, alcanzando aproximadamente un 60% (Fig.
IV.4A). Lo mismo sucedi6 para el porcentaje acumulado de mortalidad, aunque
las plantas de las poblaciones centrales mostraron una mayor mortalidad al
final del experimento (t-test, P<0,05) (Fig. I1V.4B).

El andlisis de mediciones repetidas durante las temporadas de
crecimiento 2015 y 2016 indicaron que la altura, diametro a la altura del cuello,
numero de ramas y numero total de hojas variaron significativamente para
ambas procedencias a lo largo del experimento de jardin comun (test de
Wilcoxon, P < 0,05) (Figs. IV.5A a D respectivamente). En la comparacion entre
procedencias, se encontraron diferencias significativas en la altura y diametro a
la altura del cuello en ambas temporadas de crecimiento, siendo las plantulas
centrales consistentemente de mayor altura y diametro a la altura del cuello
(test de Mann Whitney, P < 0,05) (Figs. IV.5A, B respectivamente). Para el
namero de hojas las diferencias significativas sOlo se encontraron en la
temporada de crecimiento 2016, siendo mayor para las plantulas centrales; no
se encontraron diferencias en el nimero de ramas (test de Mann Whitney)
(Figs. IV 5C, D respectivamente). Los test evaluando el efecto de la edad sobre
estos caracteres arrojaron similares resultados. La fenologia foliar resulté casi
idéntica en las plantulas centrales y marginales, no encontrandose diferencias
significativas durante el periodo observado (test de chi-cuadrado). Esta
sincronizacion sugiere una duracion similar del periodo de crecimiento (Fig.
IV.6).

Densidad estomética y caracteres morfoldgicos foliares

Bajo condiciones de jardin comun, la densidad estomatica fue un 10% menor
en las plantulas marginales comparadas con las centrales, sin embargo estas

diferencias no fueron significativas. Los caracteres morfologicos foliares
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también estuvieron altamente conservados, ya que no se observaron

diferencias significativas entre ambas procedencias (Tabla 1V.2).

Experimento manipulativo de déficit hidrico

Tasa de crecimiento relativo

El tratamiento de déficit hidrico afect6 la tasa de crecimiento relativo (RGR) de
plantulas centrales y marginales, pero el mayor impacto significativo y negativo
fue sobre las plantulas de procedencia central, donde la disminucion fue
cercana a un 60% en comparacion al tratamiento control. La RGR de las
plantulas centrales bajo el tratamiento control fue similar al RGR de las
plantulas marginales bajo control y déficit hidrico (test no paramétrico de
Kruskal Wallis de comparaciones multiples, P<0,05) (Fig. 1V.9).

Intercambio de gases

Ambas procedencias mostraron una reduccion significativa en Anet Y gs bajo
condiciones de déficit hidrico en comparacion al tratamiento control (test no
paramétrico de Kruskal Wallis de comparaciones mdltiples, P<0,05) (Figs.
IV.10A y B). Las plantulas de procedencia marginal pudieron mantener valores
positivos de At bajo déficit hidrico, sin embargo Ane: decrecié un 65% en
comparacion al tratamiento control. Por otro lado, las plantulas de procedencia
central tuvieron valores negativos de Ane bajo déficit hidrico (Fig. IV.10A). La
disminucién de la gs también fue menor en las plantulas marginales
comparadas con las centrales. Mientras la gs de las plantulas centrales bajo
déficit hidrico decrecié un 66% respecto al tratamiento control, la reduccion en
las plantulas marginales fue del 55%.(Fig. [V.10B). La EUA fue
significativamente menor bajo el tratamiento de déficit hidrico para las plantulas
centrales. También se encontraron diferencias en la EUA entre ambas
procedencias bajo déficit hidrico siendo mayor para las plantulas marginales
(test no paramétrico de Kruskal Wallis de comparaciones multiples, P<0,05)
(Fig. IV.10C).
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Estado hidrico de las plantas

Los Wmax Y Wmin de las plantulas de procedencia marginal fueron
significativamente menores (mas negativos) bajo déficit hidrico que bajo el
tratamiento control (test no paramétrico de Kruskal Wallis de comparaciones
multiples, P<0,1) Alcanzando valores mas de tres veces negativos que en el
tratamiento control (Figs. IV.11 A y B respectivamente).

Los wmin de las plantas centrales fueron 58 y 42% significativamente mas
negativos que Wmax bajo los tratamientos control y déficit hidrico,
respectivamente. En las plantulas marginales el yni, bajo déficit hidrico fue un
18% mas negativo que Wmax, mientras que en el tratamiento control no se

observaron diferencias significativas (Figs.11 Ay B).

No se encontraron diferencias significativas en los parametros derivados
de las curvas P-V para las distintas combinaciones de procedencia/tratamiento
(Tabla IV.3). Solo se encontraron diferencias marginalmente significativas en el
moédulo de elasticidad (ANOVA de una via, P=0,05). Las paredes celulares
fueron mas rigidas bajo el tratamiento de déficit hidrico para ambas
procedencias. Las plantulas de procedencia central pudieron mantener la
turgencia celular (valores negativos de PPT — W;,) en el tratamiento de déficit
hidrico, mientras que las plantulas de procedencia marginal perdieron turgencia
(Wmax fue 0,22 MPa mas negativo que el potencial osmatico en el punto de

pérdida de la turgencia) (Tabla IV.3).

IV.6 Discusion

Los resultados del experimento de jardin comun indicaron que las plantulas de
Nothofagus pumilio provenientes de ambientes con regimenes de precipitacion
contrastantes presentan respuestas adaptativas y rasgos ecofisioldgicos
altamente conservados. Bajo condiciones homogéneas de crecimiento, las

plantulas marginales, adaptadas a ambientes mas estresantes,
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consistentemente presentaron una menor performance en caracteres
arquitecturales, demostrando una base genética para las diferencias. Esto
podria ser similar a las diferencias genéticas observadas en plantulas de altura
frente a factores ambientales estresantes asociados a elevadas altitudes
(donde las restricciones relacionadas a bajas temperaturas representan otro
tipo de habitat marginal para esta especie), comparadas con aquellas de bajas
altitudes (Premoli et al., 2007; Mathiasen y Premoli, 2016). Los habitats
marginales estresantes ejercen entonces presiones de seleccion, cuyos efectos
sobre las plantas provocarian, como respuesta a largo plazo, reducciones en la

altura y didmetro basal.

La sincronia en la fenologia foliar medida en este capitulo en relacion a
regimenes contrastantes de precipitacion, difiere con el marcado efecto de la
variacion ambiental sobre los ritmos fenologicos de N. pumilio encontrados a lo
largo de gradientes principalmente térmicos, es decir, altitud (Rusch, 1993),
siendo por lo tanto genéticamente controlados (Premoli et al., 2007) y de valor
adaptativo (Mathiasen y Premoli, 2016). Debido a que las plantulas de ambas
procedencias fueron deliberadamente colectadas en el limite altitudinal inferior
del gradiente de elevacion, parece ser que las plantas de elevaciones y
latitudes similares, pero bajo regimenes de precipitacion contrastantes,
desarrollan sus hojas simultdneamente durante la primavera. Estudios previos
encontraron que la temperatura es una variable critica en la iniciacion del
proceso de foliacion a lo largo de gradientes altitudinales (Barrera et al., 2000;
Premoli etal., 2007; Mathiasen y Premoli, 2016), lo cual puede explicar la
ausencia de diferencias entre las procedencias, cuyas elevaciones
experimentan similares regimenes de temperatura. La sincronizacion en el
proceso de apertura de yemas y expansion foliar, podria permitir de esta
manera, el flujo génico entre poblaciones centrales y marginales que habitan
pisos altitudinales equivalentes. Las fenologias foliar y floral se encuentran
altamente correlacionadas en Nothofagus (G. Juri Universidad Nacional del
Comahue, com. pers.). Por lo tanto, la falta de diferencias fenolégicas puede
resultar en un flujo génico extensivo, explicando de esta manera la divergencia
genética reducida a moderada (pero significativamente distinta de cero) medida

con marcadores neutros entre las poblaciones centrales y marginales de N.
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pumilio (Fst ~ 17%, ver capitulo 1l). La ausencia de diferencias significativas
entre procedencias en el experimento de jardin comun para la mortalidad,
muerte parcial, caracteres morfologicos foliares y densidad estomética, sugiere
gue estas caracteristicas se encuentran muy bien conservadas y/o muestran
ajustes plasticos. Estos resultados son consistentes con otros estudios que no
encontraron variacién en el area foliar especifica (g.m?) relacionada a la
precipitacion en especies deciduas (Wright et al., 2004) y humedad del suelo
en N. pumilio (Fajardo y Piper, 2011).

Las plantulas de N. pumilio provenientes del extremo mas seco del
bosque templado andino mostraron, bajos las distintas condiciones de
disponibilidad hidrica del suelo, un comportamiento fisiolégico relativamente
similar y una adquisicion de recursos mas eficiente que las plantas de
ambientes mésicos (i. e. mas isohidricas). A su vez, las plantulas marginales
también presentaron mayor RGR bajo déficit hidrico en comparacion a las
centrales. Estos resultados contrastan con otros estudios donde las plantas de
ambientes mas xéricos exhibieron menor potencial de crecimiento (e.g.,
Niinimets et al., 2010). Las poblaciones marginales de N. pumilio soportaron
entonces mejor el estrés hidrico que las poblaciones centrales de origen mas
mésico, lo que podria implicar una mayor susceptibilidad de estas Ultimas a la
desecacion. Dado que el experimento fue realizado en jardin comun, las
diferencias encontradas entre las plantas provenientes de regimenes
contrastantes de precipitacion son posiblemente genéticas. Tanto las plantulas
centrales como marginales presentaron una significativa reduccion en Anet Y gS
bajo déficit hidrico, esto podria ser consecuencia del cierre de estomas para
evitar una excesiva pérdida de agua. Sin embargo, mas allA de estas
reducciones, se observé que las plantulas marginales presentan una mayor
EUA en comparacion a las plantulas centrales, proporcionando mas evidencias
de la existencia de diferencias genéticas relacionadas al control del uso de
agua entre procedencias. La base genética encontrada en los caracteres
ecofisiolégicos relacionados al uso de agua, contrasta con estudios previos de
plantulas de N. pumilio provenientes de alturas contrastantes en jardin coman,
donde estos caracteres parecerian responder a sefiales ambientales (Premoli y

Brewer, 2007). Sin embargo, el experimento de manipulaciéon aqui presentado
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permite el andlisis de diferencias ecofisiolégicas potencialmente adaptativas, i.
e. si confieren una ventaja selectiva bajo déficit hidrico. Aunque estos
experimentos fueron realizados con plantulas, estudios ecofisiologicos
comparativos utilizando plantulas y adultos de N. pumilio de elevaciones
contrastantes en el norte de la Patagonia obtuvieron patrones similares
(Premoli y Brewer, 2007).

Los estomas son responsables de la optimizacion en la fijacion de
carbono por unidad de pérdida de agua y el mantenimiento del estado hidrico
de la planta cuando la disponibilidad de agua del suelo es limitada y/o la
demanda evaporativa es alta, con el objetivo de evitar fallas hidraulicas (Park
et al., 2016). Estos roles operan en la misma direccibn y ambos pueden ser
regulados (en principio) con los mismos mecanismos de control (Raven, 2002).
Por lo tanto, la mayor EUA y la tendencia a un mayor crecimiento de las
plantulas marginales bajo déficit hidrico, podria deberse a una menor reduccion
en la Anet €n comparacion con las plantulas centrales. Bajo condiciones de
estrés por sequia, las plantas con una relativa mayor EUA serian capaces de
acumular mayor biomasa que las plantas con una baja eficiencia (Touchette
et al., 2007).

En la misma linea que estos resultados, otros estudios encontraron que
la mayoria de las plantas tiende a mostrar un incremento en la EUA bajo déficit
hidrico al restringir su pérdida en lugar de inhibir la fotosintesis (Chaves et al.,
2003; Park et al., 2016). Esto soporta la hipotesis de que la evolucién favorecio
la optimizacién en la asimilacion de carbono por sobre la pérdida de agua
(Raven, 2002). Aunque la EUA en las plantulas bajo déficit hidrico resultd en un
compromiso entre reducir la asimilaciéon de carbono y reducir la pérdida de
agua (en comparacion al tratamiento control), este compromiso fue
relativamente menor en las plantulas marginales. En plantulas centrales la
ganancia de carbono se encontré inhibida bajo déficit hidrico resultando en una
menor RGR al final del tratamiento. Este comportamiento podria llevar a una
deficiencia de carbono bajo una exposicion mas fuerte o prolongada al déficit

hidrico a medida que los carbohidratos se agotan para mantener la respiracion.
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Las plantas pueden soportar condiciones de sequia evitando la
deshidratacion de sus tejidos, esto implica minimizar la pérdida de agua (por
ejemplo, cerrando los estomas) y maximizar su absorcién (Chaves et al., 2003).
Una maximizaciéon en la absorcion de agua podria estar relacionada a una
capacidad de las plantulas marginales de incrementar las fuerzas conductivas
para el flujo de agua desde el suelo hacia las hojas. En las plantulas de ambas
procedencias, el gradiente de potencial hidrico entre el suelo y las hojas se
incrementd bajo déficit hidrico como resultado de una disminucion, tanto en
Wmax COMO en Wnin, Siendo éste comportamiento anisohidrico mas notorio en las
plantas centrales. Sin embargo, para las plantulas marginales esto implicé la
pérdida de turgor, ya que wmin cayd a valores mas negativos que el potencial
osmotico en el punto de pérdida de turgor, no obstante, esta pérdida relativa en
comparacién con los Ymax, NO fue tan marcada como en las plantas centrales.
Muchos estudios han demostrado que la pérdida de turgor en las células
guardianas esta desacoplada a la pérdida de turgor de las células epidérmicas
(Frank y Farquhar, 2007; Scholz etal.,, 2012) y que su efecto sobre el
intercambio de gases puede ser relativamente bajo. En este estudio, las
plantulas de procedencia marginal sometidas a déficit hidrico tuvieron mayor gs
y asimilacion de carbono que las plantulas de procedencia central, sugiriendo

gue las primeras son relativamente insensibles a la pérdida de turgor.

Aunque no se registraron ajustes osmoticos bajo el tratamiento de déficit
hidrico (i. e. nsa Y PPT fueron similares al tratamiento control), se evidencio
tanto en plantulas centrales como marginales, un cambio sustancial en las
propiedades de las paredes celulares producto de un ajuste elastico (paredes
celulares mas rigidas bajo déficit hidrico). La interpretacion del ajuste elastico
desde un punto de vista adaptativo es compleja, dado que, en la naturaleza
pueden observarse tanto disminuciones como incrementos del moédulo de
elasticidad maximo en respuesta a la sequia (Saito y Terashima, 2004;
Fernandez y Gyenge, 2010; Scholz et al., 2012). Paredes celulares mas rigidas
contribuyen a una disminucion del potencial hidrico con sélo pequefias
disminuciones en el contenido celular de agua ( Goldstein et al., 1989;
Whitehead y Beadle, 2004).
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La ausencia de diferencias significativas entre tratamientos y/o
procedencias en las curvas P-V puede ser producto de un experimento de corta
duracioén, bajos niveles de respuesta de estos caracteres en N. pumilio, 0
ambas. Una posible explicacion para la falta de respuesta al déficit hidrico de
las plantulas centrales en estos caracteres, podria ser que las plantulas
operaron por encima del PPT, con lo cual no fue necesario asignar solutos
osmoticamente activos al ajuste osmatico. Por otro lado, la baja sensibilidad a
la pérdida de turgor de las plantulas marginales permiti6 mantener la
asimilacion de carbono al mediodia sin un costo metabdlico asociado a la
disminucion en PPT. Ademas, aunque la mayoria de los estudios
experimentales aplican un solo ciclo de sequia, otros estudios han mostrado
gue sucesivos ciclos de estrés pueden tener un efecto aditivo (Niinimets 2010).
Es posible entonces, que redisefiando el experimento a repetidas exposiciones
de ciclos de sequia, se pueda dilucidar la existencia o no de diferencias
significativas para estos caracteres relacionada a la procedencia de las
plantulas. Estos resultados proveen importante informacion pero deben
considerarse otros importantes aspectos, como por ejemplo las diferentes
respuestas durante la ontogenia de las plantas, para poder transferir el
conocimiento de experimentos con plantulas en jardin comdn a los bosques
(Niinimets 2010).

Siendo que la variacion intraespecifica en los caracteres funcionales a lo
largo del rango de distribucién de las especies no ha sido suficientemente
estudiada (Martinez-Vilalta et al., 2009; Violle et al., 2014), su investigacion
podria aportar nuevos conocimientos sobre las restricciones a la distribucion, al
sugerir limitaciones en los ajustes fisiologicos (Reichstein et al., 2014). Resulta
necesario entonces relacionar la observacion a nivel de organismos vy
ecosistemas (Violle etal.,, 2014) para una mejor comprension de las
interacciones bidticas con las restricciones ambientales; en este sentido la
biogeografia funcional ofrece una oportunidad para explicar la variacion

funcional de los ecosistemas a gran escala (Reichstein et al., 2014).

Los resultados encontrados en este capitulo sugieren que las
poblaciones centrales son mas sensibles al déficit hidrico y por lo tanto podrian

ser mas afectadas por el cambio climatico y subsecuente incremento en la
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temperatura e intensidad de las sequias. Recientemente se ha sugerido que los
bosques de N. pumilio ubicados actualmente en sitios relativamente mésicos se
volverdn mas susceptibles a declinar (Rodriguez-Caton et al., 2016), de
manera similar, a las mortalidades masivas de bosques recientemente
documentadas en otras partes del mundo en relacién al cambio climético global
(por ejemplo, Allen et al., 2010). Contrariamente, las poblaciones marginales,
presentan caracteristicas adaptativas relacionadas al intercambio de gases y
relaciones hidricas que les otorgan mayor tolerancia a las condiciones de
sequia. Frente al cambio climatico global es de suma importancia la proteccion
y manejo ecolégico de los habitats marginales, reduciendo por ejemplo otras
presiones extrinsecas (Moritz etal.,, 2012), con el objetivo de conservar la
diversidad adaptativa existente (Kapeller et al., 2016). Este conocimiento podria
ser utilizado también con fines de restauracién, minimizando los efectos del
cambio climatico a través de la introduccion de individuos adaptados de
poblaciones marginales para fomentar una adaptacion mas rapida de la

poblacion en general (Thiel et al., 2014).

Estos resultados ponen en valor la importancia de las poblaciones
marginales para la preservacion del potencial evolutivo de las especies. Por lo
tanto, la conservacion de las poblaciones que habitan los margenes de
distribucion de las especies, como las poblaciones marginales mas orientales
de N. pumilio, es relevante frente al incremento de las temperaturas medias de

verano, alteracion de los balances hidricos e intensidad de las sequias.

IV.7 Conclusiones

Las poblaciones del origen hiumedo mostraron mayor crecimiento que las del
extremo seco bajo condiciones ambientales 6ptimas de jardin comdn. Esto
sugiere que plantas de distintos origenes han desarrollado diferencias
genéticas. Sin embargo, bajo estrés hidrico, no solamente las del origen seco
mostraron mayor crecimiento relativo sino que ademas se adecuaron mejor a la
desecacion mostrando mayor eficiencia en el uso del agua y un

comportamiento mas isohidrico.
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IV.8 Tablas y Figuras
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Tabla IV.1. Descripcion de los sitios de coleccién de plantulas de Nothofagus pumilio de procedencias central y marginal. Se indica
tipo de procedencia, longitud, latitud, altitud y precipitacibn media anual.

Procedencia Poblacion  Longitud (O) Latitud (S) Altitud (m s.n.m.) Precipitacién (mm afio™)

Central Cerro Bayo 71°36'15" 40°45'5" 1200 1087
Central Cerro Otto 71°22'21" 41°8'45" 1102 861
Central Cerro Tronador  71°50'20" 41°11'15" 1100 1343
Marginal Fortin 71°13'29,6" 40°58'15,2" 1155 783
Marginal Challhuaco 71°18'04" 41°16'10" 1042 779
Marginal ~ Nirihuau Arriba  71°15'9,1" 41°17'23,9" 1118 782
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Tabla IV.2. Caracteres morfolégicos foliares y densidad estomatica de plantulas de Nothofagus pumilio de procedencia central y
marginal en jardin comudn. Los resultados se presentan como medias (+ error estandar). Area foliar (AF), perimetro (Per), longitud

(L), ancho (A), peso seco (PS), area foliar especifica (AFE), redondez (R), relacion ancho/largo (A/L) y densidad estomatica (DE).
Las comparaciones entre procedencias fueron analizadas con ANOVAs de una via.

Procedencia AF (cm?) Per (cm) L (cm) A (cm) PS(g) AFE (cm?g?) R  A/L DE (estomas mm?

Central 3,27 843 236 186 0,024 145,92 054 0,8 131,63
(0,25) (0,2)  (0,08) (0,06) (0,002) (6,59) (0,03) (0,02) (9,77)
Marginal 3,23 91 243 1,87 0,024 142,57 0,48 0,77 118,3
(0,11) (0,28) (0,09) (0,04) (0,001)  (6,43)  (0,01) (0,03) (7,57)
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Tabla IV.3.Parametros derivados de las curvas de Presion- Volumen de plantulas de Nothofagus pumilio de procedencias central y

marginal. Los resultados se presentan como medias (x error estandar). Potencial osmaético a saturacion (1sa;, MPa), contenido
relativo de agua apoplastica (CRAap0p), CONtenido relativo de agua en el punto de pérdida de turgor (CRA,p), potencial hidrico en el
punto de pérdida de turgor (PPT, MPa), diferencia entre el punto de pérdida de turgor y el potencial hidrico de madrugada (PP T-
Wmin) ¥ modulo de elasticidad maximo (€max). Las comparaciones entre combinaciones de procedencias/tratamientos fueron

analizadas con ANOVASs de una via.

Procedencia Tratamiento sa(Mpa) CRAp0p CRAp: PPT (Mpa) PPT - Whin (MPa) €nax N
Central Control -1,11 0,55 0,9 -1,37 -0,77 0,04 3
(0,02) (0,11) (0,01) (0,07) (0,01)
Déficit hidrico -1,04 0,45 0,86 -1,5 -0,18 0,1 3
(0,05) (0,01) (0,01) (0) (0,04)
Marginal Control -1,06 0,52 0,92 -1,25 -0,76 0,06 5
(0,14) (0,1) (0,01) (0,14) (0,03)
Déficit hidrico -1,11 0,59 0,89 -1,38 +0,22 0,13 6
(0,12) (0,11) (0,03) (0,1) (0,02)

143



Figura IV.1 Ubicacién geografica de las procencias marginal y central de

las plant

ulas de Nothofagus pumilio
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Figura IV.2 Plantulas de Nothofagus pumilio creciendo en condiciones de

jardin comun en invernadero.

Figura IV.3 Plantulas de Nothofagus pumilio.
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Figura IV.4. Muerte parcial y Mortalidad de plantulas de Nothofagus pumilio de
procedencias central y marginal en jardin comun. Los resultados se muestran
como porcentajes acumulados de muerte parcial (A) y mortalidad (B) para cada
procedencia por temporada de crecimiento. Las comparaciones entre
procedencias se analizaron con test de t. Las diferencias significativas (P<0,05)

se indican con letras minUsculas diferentes.
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Figura IV.5. Mediciones repetidas de plantulas de Nothofagus pumilio de
procedencias central y marginal en jardin coman. A) Altura, B) diametro a la
altura del cuello C) numero de hojas y D) numero de ramas. Las
comparaciones dentro de cada procedencia a través de los diferentes afios
fueron analizadas con tests de Wilcoxon y entre las procedencias para cada
afio utilizando tests de Mann Whitney. Las diferencias significativas (P<0,05)
con test de Wilcoxon se indican con diferentes letras minusculas. Las
mayusculas muestran diferencias estadisticas con test de Mann Whitney. Los

resultados se presentan como medias + error estandar.
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Figura IV.6. Estados fenolégicos para las plantulas de Nothofagus pumilio de

procedencia central y marginal en jardin comun durante 2014. Los resultados

son porcentajes de plantulas de cada procedencia en cada etapa fenoldgica

por fecha de observacion.
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Figura IV.7. A) Potencial hidrico del suelo de las macetas (Wmacetas) Y B)
contenido volumétrico de agua de las macetas (CV) para los tratamientos
control y déficit hidrico. Las barras representan medias * error estandar para
cada tratamiento. Pot Capacity (PC) y Punto de Marchitez Permanente (PMP).
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Figura IV.8 Curva de presion-volumen de una rama de Nothofagus pumilio. En
puntos negros se grafica la inversa del potencial hidrico foliar (-1/W¥) versus la
pérdida relativa de agua (1-CRA). La linea roja representa la recta con mayor
ajuste de la regresion lineal entre -1/¥Y y 1-CRA. A es -1/potencial osmético a
saturacion. B es la fraccién de agua simplastica. C es -1/potencial osmético en
el punto de pérdida de turgencia. D es 1-CRA en el punto de pérdida de

turgencia.
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Figura IV.9. Tasa de crecimiento relativo (RGR) de plantulas de Nothofagus
pumilio de procedencias central y marginal bajo los tratamientos control (C) y
déficit hidrico (DH). Las comparaciones entre procedencias y tratamientos
dentro de las procedencias se analizaron con tests no paramétricos de Kruskal
Wallis de comparaciones mdltiples. Las diferencias significativas (P<0,05) entre
tratamientos dentro de cada procedencia se indican con distintas letras
mindsculas y entre procedencias bajo el mismo tratamiento con distintas letras

mayusculas. Los resultados se presentan como medias * error estandar.
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Figura IV.10. Medidas de intercambio gaseoso de plantulas de Nothofagus
pumilio de procedencias central y marginal bajo los tratamientos control (C) y
déficit hidrico (DH). A) Tasa de fotosintesis neta (Ane), B) conductancia
estomatica (gs), C) eficiencia en el uso del agua (EUA). Las comparaciones
entre procedencias y tratamientos dentro de las procedencias se analizaron
con tests no paramétricos de Kruskal Wallis de comparaciones multiples. Las
diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos dentro de cada
procedencia se indican con distintas letras mindsculas y entre procedencias
bajo el mismo tratamiento con distintas letras mayusculas. Los resultados se

presentan como medias * error estandar.
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Figura IV.11. Potenciales hidricos de plantulas de Nothofagus pumilio de
procedencias central y marginal bajo los tratamientos control (C) y déficit
hidrico (DH). A) Potencial hidrico de madrugada (ymax) ¥ B) potencial hidrico de
mediodia (WYmin). Las comparaciones entre procedencias y tratamientos dentro
de las procedencias se analizaron con tests no paramétricos de Kruskal Wallis
de comparaciones multiples. Las comparaciones entre Ymax Y Wmin para cada
combinacién de tratamiento/procedencia se analizaron con test pareados de
Wilcoxon. Las diferencias significativas (P<0,1) entre tratamientos dentro de
cada procedencia se indican con distintas letras mindsculas y entre
procedencias bajo el mismo tratamiento con distintas letras mayusculas. Los
resultados se presentan como medias * error estandar. Los test de Wilcoxon

significativos se indican con asteriscos.
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Capitulo V Discusion general
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V.1 Discusion

Las poblaciones ubicadas hacia los margenes de distribucion de las especies
han sido objeto de numerosos estudios biogeogréaficos. A lo largo de dichos
margenes se pueden analizar los procesos ecologico-evolutivos que influyen
sobre las poblaciones y los limites de distribucion de las especies. Existen
numerosos trabajos que proveen el marco conceptual y evidencia empirica
sobre las caracteristicas de las poblaciones habitando hacia los margenes de
distribucién de las especies. Un trabajo de revision reciente sobre poblaciones
marginales muestra que de un total de 248 trabajos s6lo 1/3 mencionan
explicitamente la hip6tesis a analizar y sus consecuencias utilizando los
sinonimos de abundancia —central, central-marginal o centro- periferia (Pironon
et al., 2017). La mayoria de estos trabajos analizan las poblaciones marginales
en cuanto a sus caracteristicas demograficas, genéticas, ecologicas y
geogréaficas. Sin embargo, la variacion en los distintos tipos de marginalidad no
siempre resultara concordante (Pironon et al., 2015) especialmente en el caso

de especies que habitan gradientes ambientales diversos.

En afios recientes existe interés creciente en los efectos del cambio
climatico ya que afecta el funcionamiento y la distribucion de las poblaciones y
especies, por lo que es crucial predecir sus efectos a mediano y largo plazo. En
particular, las poblaciones marginales son relevantes en el contexto de cambio
global en relacién con el aumento de la temperatura y frecuencia de sequias
extremas. Como consecuencia, las teorias biogeograficas predicen la
expansion de las especies rastreando su Optimo ecolégico hacia zonas
relativamente mas frias, hacia mayores latitudes y la alta montafia (Parmesan,
2006). Por otro lado, plantean la retraccion del rango de las especies en areas
propensas a sufrir sequias y donde se predice que tendra lugar la declinacion o
pérdida de poblaciones. Los extremos de retraccidn son importantes porque
consisten de poblaciones que son generalmente pequefas, estan sujetas a la
estocasticidad demogréfica, crecen bajo condiciones ecolégicamente
subdptimas, estarian empobrecidas genéticamente y por lo tanto con limitado
potencial para adaptarse a condiciones de estrés, se encuentran relativamente

aisladas de otras poblaciones y por lo tanto sufririan mayor riesgo de extincién
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local ante cambio climatico (Vila Cabrera et al., 2019). En esta tesis se busco
aportar a la discusion sobre el destino de poblaciones marginales de
Nothofagus pumilio ubicadas hacia el limite seco de su distribucion a latitudes
medias de Patagonia, las cuales, podrian ser susceptibles de sufrir declinacion
poblacional. Se buscé integrar informacién geogréfica y climéatica con genética
en base a marcadores moleculares con distinta tasa de mutacion, e informacién
adaptativa utilizando cultivo en jardin comuin y experimentos manipulativos de
estrés hidrico, para analizar la hip6tesis de mayor vulnerabilidad hacia los
margenes de distribucion.

Generalizaciones sobre las caracteristicas genéticas que tendrian las
poblaciones a lo largo de la distribucién de las especies consideran que las
ubicadas hacia los margenes de distribucion tendrian menor diversidad
genética debido a los efectos de la deriva genética, que afecta en mayor
medida a poblaciones pequefias, y al aislamiento por sufrir de restringido flujo
geénico (Eckert et al., 2008). Sin embargo, los estudios empiricos lejos estan de
apoyar dichas predicciones (Pironon et al., 2015) y eso ocurre también en
arboles (Tabla V.1). En el capitulo Il de esta tesis se mostrO que,
contrariamente a lo esperado y utilizando distintos marcadores moleculares, las
poblaciones marginales y centrales de N. pumilio poseen niveles similares de
diversidad genética y divergencia interpoblacional. Algunos autores sostienen
gue la marginalidad ecoldgica explica mejor la variacion del desempefio
demografico de las especies en comparacion a gradientes geograficos, y que
los factores contemporaneos e histéricos pueden contribuir interactivamente a
los patrones espaciales de variacion genética (Pironon et al., 2017). Por tal
razon, para investigar los patrones espaciales de la variacion genética, es
adecuado integrar las caracteristicas ecologicas de las especies junto con el

estudio de su distribucion actual y pasada (Pironon et al., 2017).

En esta tesis se encontré que las caracteristicas genéticas particulares
halladas en las poblaciones marginales y centrales de N. pumilio, juntamente
con relativamente similares niveles de variacion genética en ambas regiones,
sostienen la hipétesis de persistencia in situ a largo plazo tanto hacia la
cordillera como hacia el extremo oriental, donde habria sobrevivido a las

oscilaciones climaticas del pasado. Esta hipétesis de supervivencia en refugios
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multiples (sensu Premoli 1998; Premoli et al., 2000) ya fue sugerida para N.
pumilio a lo largo de su distribucién latitudinal, habiéndose demostrado que
para dicha especie tolerante al frio, habria sido posible persistir localmente en
areas tan australes, i.e. frias, como Tierra del Fuego (Premoli et al., 2010). Los
refugios son zonas con capacidad para desacoplar localmente las tendencias
climaticas que ocurren a escala regional (Hampe y Jump, 2011) debido, por
ejemplo, a particularidades del paisaje a escala local (Dobrowski, 2011). De la
misma manera, la presencia de haplotipos Unicos de una molécula
relativamente conservada como el ADN del cloroplasto, tanto en poblaciones
marginales como centrales, apoya la hipétesis de refugios a largo plazo. La
naturaleza individual de cada especie genera distintas respuestas a cambios
climaticos, las cuales implican que la ubicacion de los refugios varia en funcion
del clima y de las adaptaciones de cada especie o0 poblacién (Stewart et al.,
2010). Por lo tanto, es posible que algunas poblaciones de N. pumilio persistan
también el actual cambio climatico global en areas con estabilidad ambiental,
como relictos climaticos (Hampe y Jump, 2011), sobre todo poblaciones
marginales que a su vez han demostrado poseer caracteristicas adaptativas de
resistencia al déficit hidrico (Capitulo 1V de la presente tesis). El aporte de esta
tesis a la identificacion de refugios pasados, es de utilidad para sugerir refugios
contemporaneos, y abre la posibilidad de estudiar procesos a escala fina que
amortigtien los efectos sobre las especies a los rapidos cambios climaticos
(Gavin etal.,, 2014). Por ejemplo, estudiar como acttan los factores
fisiograficos que median la temperatura y el equilibrio hidrico y la escala a la
cual funcionan (Dobrowski, 2011). Un conocimiento mas profundo de como se
forman y mantienen los relictos climaticos contribuira a la comprension de
potenciales impactos del cambio climatico sobre la distribucidén de las especies
.y nuestra capacidad para identificar las poblaciones que se encuentren en

mayor riesgo (Hampe y Jump, 2011).

Las especies que ocupan amplios rangos geogréaficos se encuentran
sujetas a gradientes ambientales a los cuales responden a través de
adaptacion y plasticidad fenotipica. Los gradientes climaticos modelan la
diversidad genética de especies de amplia distribucion como N. pumilio. En el

capitulo Il de la presente tesis se encontré una fuerte relacion entre el clima 'y
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los diferentes gradientes ambientales (latitudinal, altitudinal y longitudinal). Las
variables bioclimaticas mas influyentes se encuentran relacionadas a las
precipitaciones de verano y temperaturas de invierno, siendo la tendencia
general de mayor diversidad genética a mayores precipitaciones y
temperaturas moderadas. Estos resultados demuestran que la distribucion
espacial de la diversidad genética de N. pumilio no ocurre aleatoriamente, sino
gue sus patrones de estructuracion responden a modelos climaticos. Se
encontré que las poblaciones ubicadas hacia el norte, en mayores alturas y
hacia los extremos secos serian mas vulnerables al calentamiento dada la
relativamente reducida diversidad genética que poseen para responder a
nuevas condiciones. Sin embargo, la evaluacién de la variacién de caracteres
cuantitativos, i.e. adaptativos, dentro de las especies complementando estudios
de variacion genética aportan informacion sobre los forzantes biogeograficos
de las especies y sus nichos funcionales (Violle et al., 2014). Asi, resultados del
jardin comun del capitulo IV de la presente tesis muestran que las poblaciones
de N. pumilio que habitan los extremos del gradiente de precipitacion del norte
de la Patagonia presentan diferencias en el crecimiento y que, por haber sido
mantenidas en condiciones de cultivo homogéneas, indican que las mismas
poseen base genética. Sin embargo, a pesar que ciertas caracteristicas
adaptativas como la fenologia han mostrado diferencias significativas y de base
genética en poblaciones de N. pumilio provenientes de distintas alturas
(Premoli et al., 2007), no fue el caso para las ubicadas bajo regimenes hidricos
contrastantes mostrados en esta tesis. Dado que la fenologia de brotacion de
las hojas se encuentra acoplada a la de la floracion en N. pumilio (G. Juri
comunicacion personal), se podria postular que ritmos fenoldgicos similares
mantendrian el flujo génico potencial entre dichas poblaciones. Sin embargo, a
pesar de ello, presentan caracteristicas arquitecturales y ecofisiolégicas
asociadas al uso del agua significativamente diferentes. En particular, el mayor
crecimiento relativo y la mejor respuesta de los individuos provenientes del
extremo seco a los experimentos de estrés hidrico pueden considerarse como
adaptaciones de base genética al déficit hidrico, a diferencia de las poblaciones
centrales que serian mas susceptibles a la desecacion. Es interesante destacar
gue estas diferencias adaptativas se mantienen a pesar del flujo génico

relativamente bajo pero significativo (AMOVA para isoenzimas y microsatélites
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del 3 y 6 %, respectivamente; Capitulo Ill) que existe entre las regiones

marginal y central.

La informacién presentada en esta tesis busca también hacer un aporte
a la conservacion de una especie, que si bien tiene amplia distribucion y por lo
tanto dificilmente entraria en riesgo de extincion, posee alto valor por formar
bosques puros de la cual dependen otras numerosas especies de epifitas,
hemiparésitas, insectos, aves, etc. Por lo tanto, es relevante disefiar practicas
de conservacion particularmente de poblaciones ubicadas hacia el extremo
seco, donde es la Unica lefiosa arbérea que crece en una matriz de estepa y
mayormente fuera de areas protegidas (Fig. V.1). La conservacion bajo cambio
climatico puede beneficiarse de los modelos de distribucion conocidos como
modelos de distribucion de las especies o modelos de nicho ecoloégico (en
inglés Species distribution modelling SDM o Environmental (ecological) niche
modelling ENM. Estos modelos permiten estimar la distribucion potencial
presente, pasada y/o futura de las especies con la mayor precision posible
(Sexton et al., 2009). Consisten en combinar conjuntos de datos ambientales y
ocurrencia de las especies para estimar areas de idoneidad climatica
(modelado de nicho) (Pearman et al., 2008). Con el objetivo de determinar la
distribucion potencial de N. pumilio en el futuro, y evaluar posibles impactos
sobre su acervo genético debidos al cambio climatico global, se realizé un
modelado de nicho ecoldgico para el afio 2100. Para ello se utilizaron el
programa MAXENT y 19 variables bioclimaticas disponibles en WorldClim bajo
el modelo climatico global CCM3 y dos veces las condiciones actuales
atmosféricas de didxido de carbono (Govindasamy et al., 2003). Los resultados
del modelado sugieren una pérdida del 30% de la distribucién potencial actual
hacia el este, donde se ubican las poblaciones marginales, y una ganancia del
12% de la distribucion futura hacia el oeste, que corresponde a un 9% mas del
area de distribucion actual (Fig. V.2). Segun estos resultados las areas
potencialmente habitables por N. pumilio se moveran hacia el oeste en
respuesta al cambio climético global en curso. Si bien los modelajes de nicho
son de gran utilidad, no permiten estimar con precision el clima regional, debido
a gue las caracteristicas locales del terreno se desacoplan de las condiciones

atmosféricas, por lo tanto, existe un creciente reconocimiento de las
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limitaciones de los datos climaticos a gran escala en la conservacion y la
investigacion del cambio climatico global. Para sortear esta dificultad, estudios
gue utilicen datos climéticos a escala fina con informacién fisiogréafica, podrian
revelar ubicaciones potenciales de microrefugios en el pasado (Dobrowski,
2011) y que ademas tengan la posibilidad de albergar a las especies en el
futuro. De todas maneras, la evidencia presentada en el Capitulo IV sugiere
que las poblaciones del extremo oriental tendrian el potencial para responder a
sequias, lo cual les confiere relevancia en conservacion y como potencial

fuente de propagulas para restauracién bajo un régimen de sequias frecuentes.

La existencia de fuertes correlaciones entre los extremos climéticos y los
limites del area de distribucion de las especies, junto con los cambios histéricos
en su abundancia y ocurrencia, muestran que los limites del area de
distribucion pueden verse fuertemente afectados por el clima (Hardie y
Hutchings, 2010). Dado el consenso general respecto a la rapida velocidad del
cambio climéatico durante este siglo, muchas especies de arboles deberan
modificar sus limites de adaptacion y/o su rango de distribucion como ha
sucedido en otros periodos histéricos (Davis y Shaw, 2001; Shea y Furnier,
2002). La evidencia presentada en el Capitulo Ill de la existencia de flujo
geénico historico y contemporaneo entre poblaciones marginales y centrales de
N. pumilio estimado con los distintos marcadores, sugiere la posibilidad de
migracion de la especie hacia el oeste rastreando su oOptimo ecologico y
modificando su rango actual de distribucion.

Sin embargo, la rapida velocidad a la que esta sucediendo el calentamiento
global representa la mayor amenaza (Hampe y Jump, 2011), ya que tendra
lugar a tasas probablemente mayores a las que las especies pueden
responder. En el caso particular de migraciones potenciales de las especies
ante el cambio climatico tendran lugar en matrices complejas de uso antropico
(Thuiller et al., 2008). Se predice que estos cambios, entre ellos sequias, seran
mas marcados hacia los extremos de distribucion de las especies (Jump et al.,
2009).Sin embargo, poblaciones ubicadas hacia los limites de retraccion
durante los cambios en la distribucion causados por el clima, como las

poblaciones marginales de esta tesis, podrian persistir en refugios a escala
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local (relictos climaticos) en condiciones ambientales propicias para la especie,
pero rodeadas de un clima regional inh6spito (Hampe y Jump, 2011).

V.2 Conclusiones generales

La presente tesis generd conocimiento acerca de caracteristicas genéticas
neutrales y adaptativas de poblaciones marginales haciendo un aporte a los
distintos tipos de marginalidad (ecolégica, geogréfica y genética). Se analizaron
distintas ecoldgico-evolutivas que actian sobre las poblaciones de Nothofagus
pumilio ubicadas hacia los extremos de precipitacion de su distribucion en el
norte de su rango. Es decir las poblaciones ubicadas hacia el extremo seco
podrian considerarse marginales desde el punto de vista (1) ecologico, por
encontrarse bajo estrés climatico, (2) geografico por encontrarse en el extremo
seco de la distribucidon y (3) genético por consistir de poblaciones relativamente
pequefias y aisladas que sufririan los efectos de la deriva genética y el
aislamiento las que juntamente por encontrarse bajo presiones seleccion
direccional resultarian en poblaciones genéticamente empobrecidas. La
evidencia de similares niveles de diversidad y divergencia genética encontrada
tanto en poblaciones marginales como centrales de N. pumilio, sugiere que la
especie sobrevivié a largo plazo in situ en refugios multiples las oscilaciones
climaticas del pasado a lo largo del gradiente de precipitacion (Capitulo 11). Se
encontré también que los patrones de distribucion espacial de la diversidad
genética de esta especie responden a modelos climaticos, siendo las
precipitaciones de verano y temperaturas de invierno las variables bioclimaticas
mas influyentes (Capitulo 1ll). En relacion a las presiones de seleccion en
habitats marginales, se encontré que las poblaciones marginales de N. pumilio
presentan adaptaciones al déficit hidrico a diferencia de las poblaciones
centrales, que son mas susceptibles a la desecacion (Capitulo 1V). Por lo tanto,
debido a que la mayoria de las poblaciones marginales de N. pumilio se
encuentran fuera de areas protegidas, es necesario desarrollar medidas para
proteger la variacidbn adaptativa presente hacia el margen seco frente al

prondstico de aumento de temperaturas, e intensidad y frecuencia de sequias
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en el norte de Patagonia. La informacion integral obtenida, sugiere entonces,
qgue hacia los extremos xéricos de la distribucién de N. pumilio existen areas
qgue pueden constituir refugios locales a largo plazo frente al cambio climatico
global. A su vez, los resultados obtenidos indican que, en el caso de las
poblaciones de N. pumilio del area estudiada, la marginalidad geografica no es
concordante ni con la marginalidad ecoldgica ni con la marginalidad genética.
Se concluye entonces que las poblaciones marginales y centrales de N. pumilio
en el norte de Patagonia poseen caracteristicas histéricas, genéticas neutras y
ecofisiolégicas adaptativas diferentes que deben preservarse y manejarse

mediante medidas de conservacion independientes.
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Tabla V.1 Trabajos documentados que compararon diversidad y divergencia
genética entre poblaciones marginales (M) y centrales (C) de una especie.

Especie Marcador Diversidad Divergencia Cita
Abies balsamea Isoenzimas M<C -- Shea y Furnier 2002
Cr_yptomerla Isoenzimas M>C M<C Tsumura y Ohba 1992
japonica
Picea sitchensis Microsatelites ADN M=C M=C Gapare et al. 2005
nuclear
Pinus contorta ;
latifolia Isoenzimas M<C -- Yeh y Layton 1979
Pinus Microsatelites ADN
. nucleary M>C M>C Ge etal. 2012
massoniana .
secuencias ADNc
Pinus strobus Microsatelites ADN M<C M=C Chhatre y Rajora 2014
nuclear
Pinus sylvestris Isoenzimas M=C M>C Prus Glzo(\;\iazckl etal
Thuja . Microsatelites ADN M<C M>C Pandey y Rajora 2012
occidentalis nuclear
Ulmus laevis Isoenzimas M<C M<C Vakkari et al. 2009

163



Figura V.1 Ubicacién geografica de las 70 poblaciones de Nothofagus pumilio
estudiadas y areas protegidas.
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Figura V.1. Cambio en la distribucion potencial de Nothofagus pumilio
modelado para el afio 2100.
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Apéndice I

Apéndice 1.1 Descripcién de los sitios de coleccion de muestras de poblaciones marginales de Nothofagus pumilio. Se indican longitud, latitud,
altitud, precipitacion media anual y cantidad de individuos analizados (N) para cada marcador molecular. Se indican también los haplotipos
encontrados en cada poblacién. * Datos extraidos de Mathiasen y Premoli (2010).

Poblacion ID  Longitud Latitud Altitud (m s.n.m.) Precipitacién (mm afio™) Microsatélites N Isoenzimas N ADNc N
Po. Cérdoba* CBA 71° 9' 00" 40° 36' 00" 1237 754 1 31 5 H10
Cuyin Manzano 6 6CUY  71°11'253"  40° 49 256" 1529 711 1 30 2 H15
Cuyin Manzano 5 5CUY  71°11'46.6"  40°50' 39.6" 1576 716 1 28 3 H8
Cuyin Manzano 4 4CUY  71°11'187"  40°51'53.1" 1739 700 1 30 2 H15
Cuyin Manzano 3 3CUY  71°13'29.6"  40°54'39.2" 1717 729 1 20 3 H15
Cuyin Manzano 2 2CUY  71°16'21.5"  40°55'39.6" 1757 753 30 2 H15
Cuyin Manzano 1 1CUY  71°20'6.3" 40° 56' 20" 1208 844 20 3 H10
Ea. Altosdel Fortin2 ~ 2FOR  71°12'50.7"  40°57'07.1" 1146 777 1 2 H10
Ea. Altosdel Fortin1 ~ 1FOR  71°13'29.6"  40°58 15.2" 1155 783 1 32 2 H15
A. del medio 1 1AM 71°12'332"  41°12'24.4" 1100 766 1 20 2 H11
A. del medio 2 2AM  71°11'46.4"  41°12' 48.4" 1169 734 2 H11
Pob. Jesus JES  71°15'6.4"  41°13'552" 1003 760 1 29 2 H11
Co. Challhuaco* CHB  71°16'558"  41°15'8.4" 1325 779 1 30 5 H11
Nirihuau Arriba NIR  71°15'9.1"  41°17'23.9" 1118 782 1 32 2 H11
Ea. Buitrera BUI  71°7'52.4"  41°1817.1" 1299 671 1 62 2 H8
Ea. La Esperanza ESP  71°13'46.29" 41°18 30.61" 1161 753 1 2 H8
R. Pichileufu* PLF  71°09 00" 41° 20" 00" 1100 675 2 H11
Ea. El Foyel* LW 71°06' 00" 41° 28' 00" 1581 629 3 H11
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Apéndice I.1 (continuacion...)

Poblacién ID Longitud Latitud Altitud (m s.n.m.) Precipitacién (mm afio™) Microsatélites N Isoenzimas N ADNc N
A. Chengueniyen CHE  71°4'43.3"  41°29'42.1" 1390 614 1 30 5 H18
Baguales BAG 71°20'30.5" 41°30'10.8" 1371 791 30 2 H8
Pico Quemado PQ  71°2'14.1"  41°34'29.9" 1493 576 1 3 H8
La Serrucha* LSE  71°04'00.1" 41°37'59.9" 1727 585 3 H8
Lengas de Oro LDO  71°6'20.1"  41° 39'59.2" 1224 613 30 2 HY

A. las Minas ALM  71°9'252"  41°44'22" 1242 661 30 4 H8/1H16

Las Huaytekas HUA  71°24'47.8" 41°45'46.2" 1349 819 21 2 H8
Ea. Mallin Kume MAK  71°12'30.9" 41°53'57.2" 1058 674 1 30 2 H8
Pob. Soto SOT  71°22'3" 41°56'3.2" 940 833 30 2 H8
Cfid de los ensuefios CEN  71°14'53.9" 42°03'44.9" 929 682 2 H8
Co. Azul CA  71°15'31.8" 42°04'42.3" 1187 674 1 2 H8
Co. el Coihue CC  71°19'10.3" 42°09'17.7" 965 716 1 2 H8
Cfid. del zorro CDZ  71°7'49.6"  42°24'25.7" 1081 528 1 30 5 H16
Cdén. Leleque LEL  71°08'45.1" 42°29'52.7" 1067 522 1 5 H16
Co. La Hoya 2 LHG  71°15'50.7"  42°50' 28.9" 1363 576 2 H12
Co. La Hoya 1* LHY  71°16'00" 42° 50' 00" 1275 576 1 30 3 H12
Altos del Rio Percey PER  71°27'9.5"  42°50'26.3" 1049 721 1 30 3 H12
Co. Nahuel Pan 2 NAH  71°11'25.2"  42°58'59.9" 931 486 3H12
Co. Nahuel Pan 1 NAP  71°12'6.9"  43°0'27.2" 943 491 1 30 2 H12
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Apéndice I.2 Descripcién de los sitios de coleccién de muestras de poblaciones centrales de Nothofagus pumilio. Se indican longitud, latitud,

altitud, precipitacion media anual y cantidad de individuos analizados (N) para cada marcador molecular. Se indican también los haplotipos

encontrados en cada poblacion. * Datos extraidos de Mathiasen y Premoli (2010).

Poblacion ID Longitud Latitud Altitud (m s.n.m.) Precipitaciéon (mm afio™) Microsatélites N isoenzimas N ADNc N
Co. La Mona MON 71°42'2.8"  40°34'32.7" 1081 1421 1 29 2 H10
Co. Negro NEG 71°23'28"  40° 40' 34.2" 1300 886 1 2 H10
Co. Panguinal PAN  71°45'28.78" 40° 41' 14.44" 1222 1359 1 2 H10
Po. Puyehue* PUY 71°55'00"  40° 44' 00" 1173 1550 5 H8
Co. Bayo BAY 71°36'15"  40° 45' 05" 1200 1087 1 2 H8
L. Ortiz Basualdo BAS  71°51'11.86" 40°59' 3.37" 1131 1515 29 2 H8
El alerzal* EAL 71°50' 00"  40° 60' 00" 1119 1692 3 H8
La Heladera* LHE 71°49'03"  41°00' 6.41" 900 1692 3 H8

Lag. los Clavos CLA  71°49'3535" 41°2'48.91" 1230 1381 1 30 1H9/2 H8
Co. Lépez* LOP 71°32'54"  41°05' 40" 1213 1062 1 90 2 H8
Co. Bella Vista BV 71°28'1"  41°07' 55.7" 1100 1006 1 2 H8
Lag. Negra LN 71° 33'58.52" 41°08' 33.29" 1184 1096 1 25 2 H8
Co. Otto* OTO 71°22'21"  41° 845" 1102 861 1 90 2 H8

Po. de las nubes PDN 71°47'32.8"  41°9'49.6" 1155 1180 1 20 1H17/2H8
Tronador la Aimohadilla ~ TAL 71°47'00"  41°11' 00" 1100 1396 1 3 H9
Co. Tronador TRO 71°50'20"  41°11'15" 1100 1343 1 3 H8
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Apéndice 1.2 (continuacién...)

Poblacién ID Longitud Latitud Altitud (m s.n.m.) Precipitacién (mm afio™) Microsatélites N isoenzimas N ADNc N
L. Guillelmo GUI 71°29'44.1"  41°21' 27.9" 950 1062 1 2 H8
V. Llodconto LLO 71°35'26.6" 41° 23 33.6" 1397 1058 1 28 2 H8
L. Steffen STE 71°33'20.3"  41°29'03.3" 950 1211 1 1 H8
Ruta 40 RUT 71°28'5.2"  41°29' 335" 1050 997 1 2H9/1HS8
Mosca MOS 71°28'5.8"  41°30' 34" 1000 1011 1 3 H8
Cfid. De la Mosca* CMA 71°28'00"  41°31'00" 1056 1043 3 H11
Co. Perito Moreno* PMO 71°34'00"  41° 48 00" 990 1061 31 5 H8
Ref. Natacion NAT 71°35'3.2"  41°52'51.6" 1183 1002 1 29 2 H10
Co. Piltriquitron* PQN 71°29'00"  41° 58 00" 1250 880 30 5 H8
Ref. Motoco MOT 71° 42'27.22" 41° 58' 31.89' 813 1176 10 2 H8
L. Cholila CHO 71°37'5.9"  42°25'20.8" 1200 923 1 25 2 H12
R. Tigre* RTI 71°57'°00"  42°30'00" 720 1409 3 H12
Co. la Momia MOM 71°36'11"  42°34'44.3" 950 933 1 30 2 H12
Pob. Neira NEI 71°33'55.1"  42°39'16.1" 1177 867 1 31 2 H12
Lag. Escondida ESC 71°44'7.18" 42° 45'20.68" 913 1074 1 17 2 H12
A. Cascada CAS 71°38'38.4"  42°54'32.4" 1061 926 1 11 2 H12
Co. Cocinero coc 71°37'5.1"  42°57' 16" 1093 899 1 20 2 H12
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Apéndice 1.3 Sistemas buffer, condiciones de electroforesis y enzimas reveladas en Nothofagus

pumilio.
. Buffer . . . .
Sistema — Corriente (mA) Tiempo de corrida (h) Enzimas
Gel Electroforesis
ALD
o - IDH
MC Ac. Citrico-  Ac. Citrico, pH~8 25 6
Morfolina, SKDH
pH~8 MDH
Tris - Ac. Ac. Bérico NaOH,
B Citrico, pH~8 =0 6 PGI
pH~8,8

Apéndice I.4 Lista de iniciadores de los cinco microsatélites utilizados y especificaciones técnicas

particulares para cada uno.

Secuencias iniciadores Repeticion Temperatura de anclaje (°C) Rango (pb)
NnBIO111 F: GATCCCACATGTCCTTGGTC (GT)2A(GT)10 57 116-126
R: CGCTCTTCAGACCAGAAAGG

ncutas04 F: CTCCCGTGAGAAGGTTTGAAT (CA)11 57 308-314
R: AATGGGCATATGGTTATTGTGATAG

ncutasl12 F: GCATCATCCCATCCTAAGTTAT (CA)16 50 196-215
R: CTGAACACTGGCATCTTTAATG

ncutas21 F: CTCCCAAGGATAAGAAGCTATC (AC)7 55 232-252
R: CAGTACCCCTAAGTGTTTTCTAAGT

ncutas22 F: GATGGGGTTATCATAGGTGTCGT (CT)14(AC)11 58 267-284
R: TCAGCGAGAATTCCTTTGATGTA
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Apéndice |.5 Sitios variables de las secuencias alineadas de ADN del cloroplasto de las regiones psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA para los 9

haplotipos de Nothofagus

pumilio analizados. * Duplicacion

‘GATTAAGAAGAACGTATAT".

Haplotipo Frecuencia

8 0,441
9 0,043
10 0,102
11 0,113
12 0,151
15 0,059
16 0,059
17 0,005
18 0,027

43

O0O0O0O0O0O> 0000

psbB-psbH
150 203
T *
T *
T *
T *
A -
T *
T *
T *
T *

218

>>»2>2>0>>>>
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922 1120
(M8 (18
(M8 (18
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(M8 (18
(Mme (Mio
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(M)13
(Mmiz
(M1
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(Mi4
(M12
(M13

de 15-pb

1292 1293 1366

- A

>0>»> >

O]
> >

“TTTTTGTGATTTGGC”. Duplicacion de
trnH-psbA
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Apéndice 1.6 Frecuencias alélicas para todos los loci isoenzimaticos analizados en 24 poblaciones marginales de Nothofagus pumilio. x2: test
de chi-cuadrado para heterogeneidad de frecuencias alélicas de loci polimorficos, en negrita se indican las diferencias significativas (P < 0,001)

ALD1 IDH2 SKDH MDH2 MDH3 PGI2
Poblacion 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 2 3 4 5 6
CBA 0,065 0935 0000 0000 0,000 1,000 0,000 0000 0000 1,000 0,000 0000 0000 1,000 0000 0000 0952 0048 0000 0000 0,065 0,935 0,000

6CUY 0,000 1,000 0,000 0,000 0,161 0679 0,161 0,000 0,033 0850 0,117 0,000 0,000 0,917 0,083 0,000 0967 0,033 0,000 0,000 0,117 0,683 0,200
5CUY 0,000 1,000 0,000 0,000 0,107 0,893 0,000 0,000 0,03 0964 0,000 0,000 0,000 0,768 0,232 0,000 1000 0,000 0,000 0,000 0,058 0519 0,423
4CUY 0,263 0,737 0,000 0,000 0,000 0,775 0,225 0,000 0,000 0,786 0,214 0,000 0,067 0500 0433 0,133 0800 0,067 0,000 0,000 0,155 0,552 0,293
3CUY 0,417 0,583 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0441 0559 0,000 0,000 0,000 0,900 0,100 0,000 0850 0,150 0,000 0,000 0,053 0,737 0,211
2CUY 0,000 1,000 0,000 0,000 0,033 0,700 0,267 0,000 0,067 0550 0,383 0,000 0,083 0883 0033 0,050 0950 0,000 0,000 0,000 0,083 0667 0,250
1Cuy 0,079 0,605 0,316 0,000 0,000 0,737 0,263 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,147 0853 0,000 0471 0412 0,118 0,000 0,079 0,263 0474 0,184
1FOR 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,732 0,268 0,000 0,267 0667 0,067 0000 0422 0578 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0450 0,000 0,533 0,017

AM 0,125 0,156 0625 0,094 0,222 0,778 0,000 0,000 0,23 0,706 0,059 0,000 0575 0425 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,075 0,000 055 0,375
JES 0,000 0,914 0,086 0,000 0,034 0914 0,052 0,000 0,034 0672 0,293 0,000 0,000 0,796 0,204 0,017 0948 0,034 0,000 0,069 0,000 0914 0,017
CHB 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 097 0,033 0,000 0,000 0033 0950 0,017
NIR 0,000 0,867 0,133 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,097 0,774 0,129 0,000 0,548 0452 0,000 0306 0,694 0,000 0,000 0,383 0,000 0,617 0,000
BUI 0,409 0427 0,164 0,000 0,095 0681 0,224 0,000 018 0,608 0,167 0,042 0,192 0,808 0,000 0,000 098 0,014 0,000 0,040 0,020 0810 0,130
CHE 0,000 1,000 0,000 0,000 0,133 0,867 0,000 0,000 0,000 0,88 0,114 0,000 0,091 0909 0,000 0,000 0,750 0,250 0,050 0,150 0,133 0,667 0,000
BAG 0,000 1,000 0,000 0,000 0,23 0617 0,150 0,000 0,250 0,583 0,167 0,000 0,167 0,700 0,133 0,000 0,683 0317 0,000 0,017 0,379 0534 0,069
LDO 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,087 0913 0,000 0,000 0,100 0,883 0,017 0,000 1000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
ALM 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,767 0,233 0,000 0,000 0,737 0,263 0,000 0,000 0950 0,05 0,000 0911 0,089 0,000 0,017 0,069 0810 0,103

HUA 0,000 0,750 0,250 0,000 0,333 0,667 0,000 0,000 0,167 0,750 0,083 0,000 0475 0525 0,000 0,000 0571 0429 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
MAK 0,000 0,729 0,271 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,789 0,211 0,000 0,093 0667 0,241 0,019 0852 0,130 0,000 0,000 0,034 0,897 0,069

SOT 0,200 0,800 0,000 0,000 0,000 055 0,444 0,000 0,000 0,717 0,283 0,000 0,017 0569 0414 0,000 0534 0466 0,000 0,000 0,000 0,817 0,183
CDhz 0,328 0,672 0,000 0,000 0,000 0,750 0,250 0,000 0,28 0,69 0,018 0,000 0,167 0,700 0,233 0,107 0,750 0,143 0,000 0,000 0,103 0,810 0,086
LHY 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0633 0,267 0,100 0,000 1,000 0,000 0,00 0,117 0,883 0,000 0,000 0,933 0,067 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
PER 0,446 0,554 0,000 0,000 0,000 1000 0,000 0,000 0,000 1000 0,000 0,000 0,107 0821 0,071 0,000 1000 0,000 0,000 0,000 0,460 0,540 0,000
NAP 0,174 0,826 0,000 0,000 0,000 1000 0,000 0,000 0,000 0857 0,143 0,000 0,000 0,759 0,241 0,117 0,767 0,117 0,000 0,000 0,143 0,786 0,071
X2 516,684 408,784 284,96 565,167 478,452 800

GL 69 69 69 46 46 92
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Apéndice 1.7 Frecuencias alélicas para todos los loci isoenzimaticos analizados en 18 poblaciones centrales de Nothofagus pumilio. x2: test de

chi-cuadrado para heterogeneidad de frecuencias alélicas de loci polimérficos, en negrita se indican las diferencias significativas (P < 0,001)

ALD1 IDH2 SKDH MDH2 MDH3 PGI2
Poblacion 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 2 3 4 5 6

MON 0,000 0,792 0,208 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,231 0,404 0,365
BAS 0,000 0,804 0,196 0,121 0,741 0,138 0,379 0,621 0,000 0,143 0,750 0,107 0,268 0,661 0,071 0,000 0,000 0,034 0,948 0,017
CLA 0,250 0,750 0,000 0,000 0,765 0,235 0,071 0,857 0,071 0,117 0,883 0,000 0,050 0,850 0,100 0,000 0,000 0,083 0,917 0,000
LOP 0,000 1,000 0,000 0,033 0,800 0,167 0,000 1,000 0,000 0,117 0,794 0,089 0,000 1,000 0,000 0,000 0,017 0,117 0,867 0,000
LN 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,188 0,667 0,146 0,020 0,500 0,480 0,480 0,500 0,020 0,000 0,020 0,120 0,840 0,020
oTO 0,000 1,000 0,000 0,006 0,978 0,017 0,000 1,000 0,000 0,067 0,933 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,017 0,017 0,967 0,000
PDN 0,000 1,000 0,000 0,125 0,475 0,400 0,107 0,821 0,071 0,000 0,700 0,300 0,425 0,575 0,000 0,000 0,000 0,125 0,550 0,325
LLO 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,089 0,786 0,125 0,000 0,857 0,143 0,000 0,000 0,089 0,643 0,268
PMO 0,033 0,967 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,883 0,117 0,000 0,000 0,050 0,950 0,000
NAT 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,069 0,638 0,293 0,000 0,707 0,293 0,000 0,017 0,069 0,448 0,466
PQN 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,967 0,033 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
MOT 0,500 0,500 0,000 0,000 0,900 0,100 0,000 1,000 0,000 0,350 0,650 0,000 0,200 0,800 0,000 0,000 0,000 0,050 0,950 0,000
CHO 0,435 0,565 0,000 0,000 1,000 0,000 0,292 0,542 0,167 0,095 0,810 0,095 0,217 0,587 0,196 0,000 0,105 0,237 0,579 0,079
MOM 0,000 1,000 0,000 0,341 0,455 0,205 0,140 0,600 0,260 0,183 0,550 0,267 0,167 0,500 0,333 0,000 0,190 0,328 0,414 0,069
NEI 0,000 1,000 0,000 0,097 0,903 0,000 0,000 1,000 0,000 0,177 0,774 0,048 0,177 0,823 0,000 0,000 0,000 0,207 0,534 0,259
ESC 0,000 1,000 0,000 0,059 0,647 0,294 0,188 0,594 0,219 0,000 0,853 0,147 0,382 0,618 0,000 0,000 0,000 0,469 0,531 0,000
CAS 0,750 0,250 0,000 0,000 1,000 0,000 0,318 0,545 0,136 0,000 0,909 0,091 0,500 0,500 0,000 0,000 0,000 0,667 0,222 0,111
CcocC 0,316 0,579 0,105 0,000 0,821 0,179 0,025 0,775 0,200 0,325 0,625 0,050 0,125 0,750 0,125 0,000 0,125 0,200 0,625 0,050
X2 197,342 237,215 106,744 262,325 437,988 564,888

GL 34 34 34 34 34 51
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Apéndice 1.8 Frecuencias alélicas para todos los loci de isoenzimas analizados en las regiones marginal (M) y central (C) de Nothofagus
pumilio.

ALD1 IDH2 SKDH MDH2 MDH3 PGI2
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 2 3 4 5 6
M 0158 0748 0091 0003 [ 0062 0786 0147 0005 | 0,107 0745 0143 0005 | 0,137 0,765 0,098 | 0,052 0845 0,104 | 0,002 0057 0089 0739 0,112
C 0159 0784 0057 0000 | 0051 0853 0096 0000 | 0147 0746 0107 0000 | 0097 0809 0094 | 0119 0821 0,060 | 0,000 0025 0130 0,774 0071

Apéndice 1.9 test de chi-cuadrado (x2) para heterogeneidad de frecuencias alélicas para las regiones marginal y central de loci polimorficos de

isoenzimas, los asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05).

Locus N°de Alelos X° GL
ALD1 4 6,186 3
IDH2 4 16,421* 3
SKDH 4 9,632* 3
MDH2 3 9,438* 2
MDH3 3 43,325* 2
PGI2 5 36,649* 4

Totales 121,651* 17
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Apéndice 1.10 Pardmetros de variabilidad genética isoenzimatica y endogamia (FIS) para todas las poblaciones marginales de Nothofagus
pumilio. N, nimero de individuos analizados; A, numero promedio de alelos por locus; Ap, nimero de alelos por locus polimérfico; Ra, riqueza
alélica; Br, numero de alelos de baja frecuencia (>10%); Ar, niUmero de alelos de baja frecuencia ponderado por el niumero total de alelos de la
especie ; Ae, numero efectivo de alelos; Ar, nUmero de alelos totales; % P, porcentaje de loci polimérficos bajo el criterio sensu stricto; Ho y He,
heterocigosis observada y esperada, respectivamente. Los errores estdndar se muestran entre paréntesis. Los asteriscos indican las

poblaciones que presentaron diferencias significativas en el analisis para inferir cuellos de botella.

Poblacion N A Ap Ra Be Ar Ac At %P Ho He Fis
CBA 31 1,5(0,2) 2 1,2 (0,2) 3 1,2 1,06 (0,01) 9 50 0,048 (0,023) 0,056 (0,026) 0,146
6CUY 30 2,3(0,3) 2,6 1,9 (0,3) 3 1,8 1,41 (0,08) 14 83,33 0,168 (0,081) 0,245 (0,086) 0,318
5CUY 28 1,8 (0,3) 2,3 1,6 (0,2) 2 1 1,35 (0,09) 11 66,67 0,109 (0,04) 0,198 (0,092) 0,452
4CUY 30 2,5(0,2) 2,5 2,3(0,2) 2 1,3 1,81 (0,08) 15 100 0,298 (0,086) 0,434 (0,047) 0,319
3CUY 20 2 (0,3) 2,2 1,8 (0,2) 2 1 1,53 (0,09) 12 83,33 0,184 (0,067) 0,313 (0,082) 0,418
2CUY 30 2,5(0,3) 2,8 2 (0,3) 6 3,9 1,55 (0,09) 15 83,33 0,194 (0,067) 0,301 (0,094) 0,358
1CUY* 20 2,5(0,4) 2,8 2,3(0,4) 2 1,3 1,93 (0,17) 15 83,33 0,289 (0,138) 0,416 (0,104) 0,312
1FOR* 32 2(0,4) 2,5 1,8 (0,3) 2 1 1,6 (0,08) 12 66,67 0,387 (0,129) 0,317 (0,102) -0,223
AM* 20 2,5(0,4) 2,8 2,2 (0,3) 3 2 1,8 (0,11) 15 83,33 0,35 (0,126) 0,411 (0,088) 0,156
JES 29 2,7 (0,2) 2,7 1,8 (0,1) 8 5,6 1,34 (0,05) 16 100 0,139 (0,039) 0,231 (0,057) 0,402
CHB 30 1,5(0,3) 2,5 1,1(0,2) 3 1,2 1,03 (0,01) 9 33,33 0,028 (0,018) 0,027 (0,018) -0,021
NIR 32 2(0,3) 2,2 1,9 (0,2) 1 0,5 1,59 (0,07) 12 83,33 0,359 (0,098) 0,339 (0,078) -0,058
BUI 62 3(0,4) 3 2,3 (0,3) 5 3,9 1,81 (0,08) 18 100 0,36 (0,088) 0,392 (0,089) 0,083
CHE 30 2,2 (0,4) 2,4 1,9 (0,3) 2 11 1,4 (0,07) 13 83,33 0,281 (0,102) 0,255 (0,075) -0,105
BAG* 30 2,7 (0,4) 3 2,3 (0,3) 2 14 1,91 (0,09) 16 83,33 0,243 (0,051) 0,437 (0,09) 0,448
LDO 30 1,5(0,3) 2,5 1,2 (0,2) 3 1,2 1,08 (0,02) 9 33,33 0,046 (0,03) 0,063 (0,04) 0,273
ALM 30 2,2 (0,4) 2,4 1,7 (0,2) 4 2,3 1,33 (0,05) 13 83,33 0,155 (0,043) 0,226 (0,066) 0,318
HUA 21 2(0,3) 2,2 1,9 (0,2) 1 0,5 1,67 (0,08) 12 83,33 0,215 (0,047) 0,379 (0,078) 0,441
MAK 30 2,3(0,3) 2,6 1,9 (0,2) 4 2,4 1,45 (0,06) 14 83,33 0,206 (0,06) 0,283 (0,071) 0,278
SOT* 30 2,2(0,2) 2,2 2 (0) 1 0,6 1,76 (0,05) 13 100 0,211 (0,021) 0,428 (0,039) 0,511
CDz 30 2,7(0,2) 2,7 2,3(0,1) 2 14 1,7 (0,03) 16 100 0,27 (0,049) 0,414 (0,021) 0,352
LHY 30 1,7 (0,3) 2,3 1,5(0,3) 2 0,9 1,25 (0,08) 10 50 0,089 (0,071) 0,144 (0,084) 0,386
PER 30 1,7 (0,3) 2,3 1,5(0,2) 1 0,4 1,4 (0,09) 10 50 0,226 (0,114) 0,221 (0,103) -0,027
NAP* 30 2,2 (0,3) 2,4 1,9 (0,2) 1 0,6 1,41 (0,04) 13 83,33 0,204 (0,049) 0,278 (0,06) 0,273
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Apéndice .11 Parametros de variabilidad genética isoenzimatica y endogamia (FIS) para todas las poblaciones centrales de N. pumilio. N,
namero de individuos analizados; A, numero promedio de alelos por locus; Ap, nUmero de alelos por locus polimorfico; Ra, riqueza alélica; B,
namero de alelos de baja frecuencia (>10%); Ar, numero de alelos de baja frecuencia ponderado por el numero total de alelos de la especie; Ae,
namero efectivo de alelos; Ar, nimero de alelos totales; % P, porcentaje de loci polimérficos bajo el criterio sensu stricto; Ho y He, heterocigosis

observada y esperada, respectivamente. Los errores estandar se muestran entre paréntesis. Los asteriscos indican las poblaciones que

presentaron diferencias significativas en el andlisis para inferir cuellos de botella.

Poblacion N A Ap Ra Be Ar Ac At %P Ho He Fis
MON 29 1,5(0,3) 2,5 1,5(0,3) 0 0 1,39 (0,14) 9 33,33 0,175 (0,144) 0,167 (0,113) -0,052
BAS 29 2,7 (0,2) 2,67 2,2 (0,2) 3 2,1 1,63 (0,06) 16 100 0,376 (0,085) 0,372 (0,06) -0,011
CLA 30 2,3(0,2) 2,33 1,9 (0,2) 5 3 1,38 (0,03) 14 100 0,188 (0,051) 0,274 (0,036) 0,321
LOP 90 2(0,4) 3 1,6 (0,3) 3 1,6 1,22 (0,03) 12 50 0,083 (0,044) 0,154 (0,071) 0,46

LN 25 2,5(0,5) 3,25 1,9 (0,3) 4 2,6 1,59 (0,11) 15 66,67 0,228 (0,083) 0,309 (0,105) 0,267
OoTO 90 1,8 (0,4) 2,67 1,2 (0,1) 5 2,4 1,04 (0,01) 11 50 0,026 (0,012) 0,039 (0,021) 0,338
PDN 20 2,3(0,3) 2,6 2,1 (0,3) 1 0,6 1,83 (0,13) 14 83,33 0,285 (0,077) 0,41 (0,093) 0,311
LLO 28 1,8 (0,4) 2,67 1,6 (0,3) 2 1 1,32 (0,08) 11 50 0,19 (0,104) 0,189 (0,091) -0,011
PMO 31 1,5(0,2) 2 1,2 (0,1) 2 0,8 1,07 (0,02) 9 50 0,044 (0,027) 0,062 (0,034) 0,286
NAT 29 2 (0,5) 3 1,7 (0,3) 3 1,6 1,51 (0,11) 12 50 0,218 (0,117) 0,253 (0,115) 0,14
PQON 30 1,2 (0,2) 2 1,1(0,1) 1 0,3 1,01 (0,01) 7 16,67 0,011 (0,011) 0,011 (0,011) -0,018
MOT 10 1,8 (0,2) 2 1,7 (0,2) 2 1 1,44 (0,13) 11 83,33 0,2 (0,068) 0,272 (0,086) 0,275
CHO 25 2,7 (0,4) 3 2,4 (0,3) 3 2,1 1,95 (0,12) 16 83,33 0,236 (0,056) 0,441 (0,098) 0,472

MOM* 30 2,8 (0,4) 3,2 2,6 (0,3) 1 0,7 2,36 (0,13) 17 83,33 0,23 (0,054) 0,522 (0,106) 0,564

NEI 31 2(0,4) 2,5 1,8 (0,3) 2 1 1,46 (0,1) 12 66,67 0,255 (0,11) 0,244 (0,097) -0,048
ESC* 17 2,2 (0,3) 2,4 2,0 (0,3) 1 0,6 1,75 (0,12) 13 83,33 0,234 (0,076) 0,391 (0,09) 0,409
CAS 11 2,2 (0,3) 2,4 2,1 (0,3) 1 0,6 1,69 (0,16) 13 83,33 0,173 (0,048) 0,372 (0,097) 0,548
cocC 20 3(0,3) 3 2,5(0,2) 3 2,3 1,86 (0,08) 18 100 0,273 (0,068) 0,456 (0,045) 0,409
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Apéndice 1.12 Parametros de variabilidad genética isoenzimatica y endogamia (Fs) para las regiones marginales y centrales de N. pumilio. Se
muestran ademdas promedios poblacionales totales. P, niumero de poblaciones / region; N, namero de individuos analizados; A, namero
promedio de alelos por locus; Ap, nUmero de alelos por locus polimorfico; Ra, riqueza alélica; B, nUmero de alelos de baja frecuencia (>10%);
Ar, Nnumero de alelos de baja frecuencia ponderado por el nimero total de alelos de la especie; A., nimero efectivo de alelos; Ar, nUmero de
alelos totales; % P, porcentaje de loci polimorficos bajo el criterio sensu stricto; Ho y Hg, heterocigosis observada y esperada, respectivamente.
Los errores estdndar se muestran entre paréntesis.

Regién P N A Ap Ra Be AR Ae AT %P HO He FIS

Marginal 24 715 2,18 (0,44) 2,50 (0,51) 1,85 (0,38) 2,71 (0,55) 1,60 (0,33) 1,51 (0,31) 13,00 (2,65) 77,08 (15,73) 0,211 (0,043) 0,284 (0,058) 0,242 (0,049)
Central 18 575 2,13(0,12) 2,62 (0,09) 1,84 (0,10) 2,33 (0,33) 1,35(0,21) 1,53 (0,08) 12,59 (0,97) 68,52 (5,70) 0,190 (0,023) 0,274 (0,035) 0,259 (0,049)
Poblacion 42 30,7 2,15(0,33) 2,55 (0,39) 1,84 (0,28) 2,55 (0,39) 1,50 (0,23) 1,52 (0,23) 12,83 (1,98) 73,41 (11,33) 0,202 (0,031) 0,280 (0,043) 0,249 (0,038)

Apéndice 1.13 indices de fijacion (F) isoenziméticos para las regiones Marginal y Central de Nothofagus pumilio. Valores promedio de F (+ DS),

numero de test significativos positivos (+), significativos negativos (-), no significativos (n.s.) y nimero de test realizados por region y total. Entre
paréntesis se muestran los porcentajes de los test.

Regién F (DS) + - n.s. Total
Marginal 0,204 (0,213) 50 (45,45) 2(1,82) 58(52,73) 110
Central 0,233 (0,193) 32(43,24) 1(1,35) 41(5541) 74
Total 0,217 (0,203) 82 (44,57)  3(1,63) 99 (53,80) 184
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Apéndice 1.14 Frecuencias alélicas para todos los loci de microsatélites analizados en las regiones marginal (M) y central (C) de Nothofagus
pumilio.

ncutas4 ncutasl? ncutas21 ncutas22 NnBIO111
308 310 312 314|196 198 200 209 211 215|232 234 236 238 246 248 250 252 (267 272 278 284|116 118 120 122 124 126

M 0,886 0,091 0,023 0,000 |0,060 0,560 0,360 0,020 0,000 0,000 | 0,000 0,386 0,023 0,045 0,000 0,068 0,477 0,000 |0,960 0,000 0,000 0,040 0,000 0,026 0,526 0,316 0,079 0,053
C 0,607 0,143 0,179 0,071]0,021 0,563 0,333 0,021 0,042 0,021 [0,053 0,342 0,053 0,053 0,026 0,105 0,342 0,026 (0,788 0,038 0,135 0,038 (0,024 0,024 0,690 0,190 0,000 0,071

Apéndice 1.15 test de chi-cuadrado (x%) para heterogeneidad de frecuencias alélicas de loci polimérficos de microsatélites, los asteriscos indican
diferencias significativas (P < 0.05).

Locus  N°de Alelos X° GL
ncutas4 4 10.261* 3
ncutasl2 6 4.097 5
ncutas21 8 6.488 7
ncutas22 4 9.515* 3
NnBIO111 6 6.469 5

Totales 36.829 23
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Apéndice 1.15 Prueba estadistica “ad hoc” propuesta por Evanno (2005) para los datos de
isoenzimas. K, numero real de grupos. LnP (K), logaritmo de la probabilidad de los datos. L'(K) =
L(K) — L(K — 1) derivada primera y |L"(K)| = |L'(K + 1) — L'(K)| derivada segunda del logaritmo de la
probabilidad de los datos. Delta K= media (|L"(K)]|) / d.e.(L(K)).

K Media LnP(K)  Desvio Estandar LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)]| Delta K
1 -75055,110 105343,263 - - -

2 -7607,100 5,253 67448,010 67140,140 12781,966
3 -7299,230 37,499 307,870 698,270 18,621
4 -7689,630 699,010 -390,400 889,180 1,272
5 -7190,850 76,760 498,780 460,350 5,997
6 -7152,420 56,470 38,430 12,080 0,214
7 -7101,910 55,316 50,510 17,920 0,324
8 -7069,320 42,340 32,590 48,320 1,141
9 -7085,050 67,478 -15,730 176,560 2,617
10 -7277,340 278,493 -192,290 - -

Apéndice 1.16 Prueba estadistica “ad hoc” propuesta por Evanno (2005) para los datos de
microsatélites. K, numero real de grupos. LnP (K), logaritmo de la probabilidad de los datos. L'(K)
= L(K) — L(K — 1) derivada primera y |L"(K)| = |L'(K + 1) — L'(K)| derivada segunda del logaritmo de
la probabilidad de los datos. Delta K= media (|JL"(K)|) / d.e.(L(K)).

K Media LnP(K)  Desvio Estandar LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)]| Delta K
1 -426,030 0,245 - - -

2 -421,220 1,870 4,810 7,820 4,181559
3 -424,230 3,034 -3,010 0,240 0,079097
4 -427,480 5,708 -3,250 3,350 0,586911
5 -427,380 6,746 0,100 3,560 0,527759
6 -430,840 2,763 -3,460 5,530 2,001499
7 -428,770 6,088 2,070 0,700 0,114976
8 -427,400 1,447 1,370 0,190 0,131321
9 -426,220 1,255 1,180 1,620 1,290801
10 -426,660 1,849 -0,440 - -
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Apéndice 1.17 Esquema del escenario evolutivo utillizado por el método computacional de
aproximacion Bayesiana para estimar el tiempo de divergencia entre las poblaciones marginales y
centrales de Nothofagus pumilio. N1, region marginal. N2, region central. N1+N2, poblacion
ancestral. t1, tiempo de divergencia (no esta en escala).

- N
- N2

- NieN2

Apéndice 1.18 Analisis de componentes principales (PCA) de los datos simulados calculados en
base a los valores iniciales de los parametros, donde se evalla la capacidad del escenario
evolutivo utilizado para predecir datos similares a los observados mediante la comparacion de la
posicion de los datos observados (punto amarillo) con los datos simulados (puntos verdes).

Components 1 and 2 (PCA_1_2_1000_sc_1)

PC.2( 9.30%)

5
P.C.1( 80.50%)
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Trabajo de respaldo
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Ignazi, G., Mathiasen, P., Premoli, A.C. 2019. Gradientes climaticos modelan la diversidad genética en especies lefiosas de amplia distri-
bucidn: el caso de Nothofagus pumilio en los Andes del sur. Ecosistemas 28(1):35-47 Doi.: 10.7818/EC0OS.1547

Los gradientes climaticos modelan la diversidad genética en especies lefiosas de amplia distribucion: este es el caso del Nothofagus ampliamente
distribuido en los Andes del sur. Las especies de amplia distribucion son un excelente modelo para analizar las respuestas adaptativas a distintos
habitats. Se estudio la variaciéon genética en Nothofagus pumilio que habita bosques de montana y altas latitudes, a lo largo de diferentes gradientes
climaticos en Patagonia. Los resultados obtenidos muestran una fuerte relacién entre el clima y los diferentes gradientes ambientales; y como éstos
afectan a la variacion genética de N. pumilio. Las variables bioclimaticas mas influyentes estan relacionadas a las precipitaciones de verano y tem-
peraturas de invierno, siendo la tendencia general de mayor diversidad genética a mayores precipitaciones y temperaturas moderadas. Esto de-
muestra que la distribucion espacial de la diversidad genética de esta especie no ocurre aleatoriamente, sino que los patrones de estructuracion
responden a modelos climaticos complejos. Comprender cémo la adaptacion genética y/o los factores ambientales influyen sobre el rango de dis-
tribucion de las especies resulta esencial para evaluar su supervivencia a largo plazo. Mientras que algunos genotipos pueden extinguirse localmente
bajo distintos escenarios climaticos, otros podrian estar adaptados a condiciones climaticas particulares. Taxones de amplia distribucion como N.
pumilio han soportado cambios climaticos en el pasado, como los periodos glaciarios, a través de la adaptacion y la plasticidad. Resaltamos la im-
portancia de conservar la diversidad genética de las poblaciones, no solamente para la persistencia a largo plazo, sino también para amortiguar los
impactos negativos del cambio climatico global.

Palabras clave: adaptacion local; cambio climatico; plasticidad fenotipica; variables bioclimaticas

Ignazi, G., Mathiasen, P., Premoli, A.C. 2019. Climatic gradients model genetic diversity in widespread woody trees: the case of Nothofagus
pumilio in the southern Andes. Ecosistemas 28(1):35-47 Doi.: 10.7818/EC0OS.1547

Climatic gradients model genetic diversity in widespread woody trees: the case of the widely distributed Nothofagus in the southern Andes. Widespread
forest species are well suited to be the subject of studies combining adaptive responses to distinct habitats. We studied the genetic diversity of the
wide-ranging Nothofagus pumilio that inhabits high-elevation and high-latitude forests, along different environmental gradients in Patagonia. The
results of this study show a strong relationship between climate and the different environmental gradients; which in turn affect the genetic variation
of N. pumilio. The most influential variables were related to summer precipitations and winter temperatures, where greater genetic diversity was as-
sociated to higher precipitations and milder temperatures. This demonstrates that the genetic diversity of this species is not randomly distributed in
space, but it is structured according to complex climatic models. To understand how genetic adaptation and/or environmental aspects influence
species’ distribution ranges is crucial to evaluate their potential for long term survival. While some genotypes may become locally extinct under
different climatic settings, others might be locally adapted to particular climatic conditions, which may allow them to endure such changes. Widespread
taxa as N. pumilio has undergone past environmental changes, such as those that occurred during glacial periods, through adaptation and plasticity.
We highlight the importance of conserving genetic diversity of populations, not only to ensure the long-term persistence, but also to mitigate the neg-
ative impacts of global climate change.

Key words: local adaptation; climate change; phenotypic plasticity; bioclimatic variables

Una perspectiva general de la genética de
poblaciones y la variabilidad en especies lefiosas
del hemisferio sur

Las especies de amplio rango que habitan a lo largo de gra-
dientes ambientales encuentran condiciones cambiantes en el
medio fisico que generan presiones diferenciales de seleccion que
juntamente con la plasticidad fenotipica resultan en poblaciones
genéticamente polimorficas. Sumado a esto, las fuerzas neutrales

como el aislamiento genético entre distintas poblaciones y a las va-
riaciones en los tamafos poblacionales sufridos a lo largo del
tiempo, generan gran heterogeneidad a nivel intraespecifico que
puede estudiarse en el seno de las poblaciones.

El potencial de responder a cambios evolutivos depende de los
niveles de variacion genética (Reed y Frankham 2003). Por lo tanto,
poblaciones con reducida diversidad genética tendrian una capa-
cidad limitada para responder a cambios ambientales (Sgro et al.
2011). Esto es relevante bajo escenarios de cambio donde la resi-
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liencia a cambios futuros estara dada por la diversidad genética
presente en las poblaciones. La diversidad genética también se in-
tegra con multiples componentes de la demografia de la poblacion
que influyen en la tasa de crecimiento poblacional y la viabilidad, a
saber, procesos estocasticos debido al tamafio de la poblacién (es
decir, deriva génica) y dispersion entre poblaciones (es decir, flujo
de genes) (Allendorf et al. 2013). Poblaciones pequefas o con co-
nectividad reducida a menudo poseen baja diversidad genética y,
por lo tanto, capacidad reducida para responder al cambio ambien-
tal futuro a través de ajustes adaptativos por selecciéon natural, y
mayor probabilidad de sufrir los efectos negativos de la endogamia
(Willi et al. 2006; Hoffmann y Willi 2008).

Los gradientes ambientales y las caracteristicas del habitat pue-
den influir en el flujo de genes entre poblaciones directamente, in-
terrumpiendo la dispersion (por ejemplo, barreras fisicas), o
indirectamente, impidiendo el establecimiento exitoso y/o posterior
supervivencia (por ejemplo, mediante mecanismos de adaptacion
local) (Nosil et al. 2005; White et al. 2010; Burgess et al. 2012). Asi-
mismo, cambios a lo largo de dichos gradientes, como los ocurridos
durante las oscilaciones climaticas del periodo Cuaternario, afec-
taron significativamente a las poblaciones ocupando distintas por-
ciones de los mismos y acarreando diferentes consecuencias en
especies que difieren en sus caracteristicas de historia de vida (i.e.
autoecoldgicas). Asi, por ejemplo, aquellas especies sensibles a
las bajas temperaturas probablemente sufrieron cuellos de botella
demograficos y hasta en algunos casos se podria haber producido
la extincion local de sus poblaciones, debiendo colonizar el area
perturbada una vez restablecidas las condiciones favorables (Souto
et al. 2015). Esto resulta en poblaciones empobrecidas genética-
mente debido al efecto fundador, que surge de la accion de la de-
riva genética a lo largo del frente de recolonizacion, a diferencia de
las especies tolerantes a las bajas temperaturas, que pudieron so-
brevivir localmente conservando su estructura genética original
(Markgraf et al. 1995; Premoli et al. 2000).

Los bosques templados del sur de Sudamérica poseen el rasgo
caracteristico de estar dominados por especies del género Notho-
fagus. Estas son especies principalmente de arboles y también ar-
bustos que estan presentes a lo largo de los mas de 3000 km de
extension latitudinal que posee el bosque templado de Sudamérica.
Una de las especies mas conspicuas de los bosques de Patagonia
es Nothofagus pumilio y ha sido objeto de numerosos estudios de
la distribucion de la variacion genética combinando analisis mole-
culares con experimentos manipulativos en jardin comun y de
transplantes reciprocos (Premoli et al. 2007; Mathiasen y Premoli
2010; Mathiasen y Premoli 2016).

Gradiente latitudinal, influencia de factores histéricos

Para muchas especies arboéreas, es conocido el efecto que tu-
vieron las ultimas glaciaciones sobre sus rangos de distribucion.
Durante periodos frios las especies tendieron a reducir sus rangos
de distribucion, quedando restringidas a zonas denominadas de re-
fugio, bajo climas menos extremos. En el caso del hemisferio norte
muchas especies se refugiaron hacia el extremo sur (i.e. calido) de
distribucion de las especies (Hewitt 2000). Tal seria el caso de es-
pecies sensibles al frio que no habrian tolerado las bajas tempera-
turas registradas durante periodos frios. Sin embargo, dadas las
condiciones fisicas del sur de Sudamérica tales como la mayor in-
fluencia oceanica y la heterogeneidad del paisaje debido a la pre-
sencia de la Cordillera de los Andes, se postulé que las especies
tolerantes a las bajas temperaturas habrian podido sobrevivir en
pequenas poblaciones bajo condiciones microclimaticas favorables
(Markgraf et al. 1995) a lo largo de sus distribuciones actuales
dando lugar a la existencia de refugios multiples (Premoli et al.
2000). Esta hipotesis fue analizada mediante marcadores molecu-
lares y técnicas de modelado de nicho ecoldgico a lo largo de la
distribucién latitudinal de N. pumilio que permitieron establecer que
N. pumilio subsistio a las condiciones del ultimo maximo glaciar,
ocurrido en Patagonia 25 000 afios antes del presente, principal-
mente hacia el extremo norte (i.e. calido) de su distribucion latitu-
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dinal. Sin embargo, no solamente el modelaje de nicho sino tam-
bién la presencia de polen a altas latitudes, daban cuenta de la po-
sible presencia in situ de Nothofagus a través del tiempo a latitudes
tan australes como Tierra del Fuego (Premoli et al. 2010). El anali-
sis genético de distintas poblaciones a lo largo de la distribucion la-
titudinal de N. pumilio indicé que las poblaciones ubicadas hacia el
sur no mostraron evidencia de menor diversidad genética que las
del norte, tal como se esperaria si estas ultimas hubieran sido la
fuente de propagulas de la colonizacion postglaciaria. No sola-
mente no fue menor la diversidad genética hacia el sur, sino que
algunos parametros poblacionales como la heterocigosis y la ri-
queza alélica mostraron mayores valores en estas ultimas (Mathia-
sen y Premoli 2010). Por lo tanto, estos resultados sugieren la
presencia de un acervo genético que fue conservado a lo largo de
las oscilaciones climaticas del Cuaternario de Patagonia.

Gradiente altitudinal, variaciéon genética y demografica

Las especies lefiosas generalmente poseen fecundacion cru-
zada predominante, debido a la polinizacion y dispersion de semi-
llas anemdfilas, y configuran poblaciones de gran tamafo con
amplias distribuciones geograficas. Las poblaciones de gran ta-
mafio son relativamente menos afectadas por la deriva génica, que
erosiona la diversidad genética en poblaciones pequefias (Allendorf
et al. 2013). Esto, juntamente con el hecho de que las especies
principalmente aldgamas mantienen altas tasas de flujo génico
entre distintas poblaciones, resulta en especies genéticamente va-
riables. Sin embargo, dicha variacion genética esta lejos de distri-
buirse homogéneamente en las poblaciones y suele estructurarse
a distintas escalas espaciales de manera jerarquica; desde indivi-
duos, familias (i.e. grupos de individuos emparentados), poblacio-
nes (conjunto de individuos que comparten un acervo genético
comun y relativamente diferenciado de otras poblaciones), y regio-
nes geograficas (e.g. Epperson 2003; Wagner y Fortin 2013).

La Cordillera de los Andes presenta marcados gradientes alti-
tudinales a lo largo de los cuales las condiciones ambientales tales
como, la temperatura, la radiacion solar, la exposicion al viento y
las caracteristicas del suelo, varian marcadamente con la altitud en
distancias de unos pocos cientos de metros. En el extremo superior
del gradiente altitudinal, las condiciones extremas imponen restric-
ciones severas para la reproduccion y establecimiento de plantas
por semillas, debido a un acortamiento de la estacién de creci-
miento, a las bajas temperaturas y a la persistencia de la cobertura
de nieve (Korner 2007). Como consecuencia, se espera encontrar
una gran variacion morfologica en especies que habitan un amplio
rango altitudinal. Esta variacion puede estar explicada no sélo por
la capacidad de aclimatacion de dichas especies a distintos am-
bientes (plasticidad fenotipica) sino también por la seleccion dife-
rencial de genotipos bajo distintas condiciones de un gradiente
ambiental. Ademas, un restringido flujo génico dentro y entre po-
blaciones, provocaria un incremento en la diferenciacion genética
resultando en una compleja estructura genética. Dichas restriccio-
nes al flujo génico dentro de las poblaciones pueden ocurrir por li-
mitada dispersion de semillas y establecimiento local de
propagulos, y/o marcadas diferencias en la fenologia de la floracién
que aislan reproductivamente aun a poblaciones contiguas.

Alo largo del gradiente altitudinal N. pumilio presenta una va-
riacion morfoldgica significativa en sus formas de crecimiento
(Rusch 1993; Barrera et al. 2000). Experimentos de jardin comun
mostraron que las diferencias en la arquitectura de las plantas, la
morfologia foliar y caracteres ecofisiolégicos poseen base genética
(Premoli 2004; Premoli y Brewer 2007; Premoli et al. 2007). Se ha
descrito un alto grado de asociacion fenoldgica con la altitud, ha-
biendo un desfasaje significativo de dos semanas en la apertura
de las yemas (y por lo tanto en la floracién) entre sitios de los limites
altitudinal inferior y superior (Rusch 1993). El mantenimiento de di-
chas diferencias en jardin comun demostré que la fenologia foliar
esta determinada genéticamente (Premoli et al. 2007). Modelos de-
mograficos en gradientes altitudinales de N. pumilio mostraron que
la disponibilidad de semillas y el establecimiento de adultos se vuel-
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ven cada vez mas escasos con el aumento de la altitud donde ade-
mas la regeneracion ocurre principalmente por una abundante pro-
duccion de rebrotes (y escasez de renuevos) (Martinez-Pastur et
al. 1997; Cuevas 2000; Daniels 2000; Premoli 2004). En cambio,
en el limite inferior del bosque la regeneracion de N. pumilio ocurre
principalmente gracias a la apertura de claros bajo el dosel, ya sea
por la caida de arboles (Heinemann et al. 2000) u otros disturbios
a mayor escala (e. g. avalanchas, incendios, vulcanismo).

Gradiente longitudinal de precipitacion

Sobre las laderas orientales de la Cordillera de los Andes existe
un marcado gradiente ambiental longitudinal. Esto se debe princi-
palmente a la influencia de los vientos predominantes provenientes
del océano Pacifico y el efecto sombra de la cordillera. De esta
manera, se genera un pronunciado gradiente de precipitacion de
oeste a este, en el cual las precipitaciones anuales disminuyen de
3000 mm a menos de 800 mm en una distancia de s6lo 50 Km
(Veblen et al. 1996). Hacia el extremo seco del gradiente de pre-
cipitacion, en el ecotono entre la estepa y bosque subandino, N.
pumilio forma poblaciones pequeias y aisladas. Dichas poblacio-
nes consideradas marginales sufren el efecto combinado del ais-
lamiento y la deriva genética que juntamente con presiones
diferenciales de seleccion resultaran en diferencias genéticas
(Yang et al. 2016).

Caso de estudio: variacion genética y ecolégica de
una especie lefiosa de amplia distribucién en el
hemisferio Sur (Nothofagus pumilio)

Si bien existe abundante informacion sobre las presiones de se-
leccion divergentes en N. pumilio a lo largo de su rango de distribu-
cion, resta analizar la influencia del clima sobre el acervo genético
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de sus poblaciones. En este trabajo analizamos el efecto del clima
sobre distintos parametros de diversidad genética neutral de una
especie de bosque de amplia distribucién que ocupa los gradientes
ambientales altitudinal, latitudinal, y longitudinal de Patagonia. El
objetivo del trabajo es dilucidar las variables climaticas que mayor
influencia tienen sobre la variacion genética de las poblaciones. De
esta manera, patrones de variacion en rasgos de base genética en
relacion con el clima podrian utilizarse para guiar la transferencia
de semillas para reforestacién e implementacion de practicas de
translocacion de individuos y facilitar la adaptacion rapida a climas
cambiantes (Aitken y Whitlock 2013). Se utilizaran datos genéticos
propios (gradiente longitudinal) e informacion previamente publicada
por los demas autores de este trabajo (gradientes altitudinal y lati-
tudinal) como variables dependientes de modelos de regresién mul-
tiple en las que las variables bioclimaticas a lo largo de cada uno de
dichos gradientes seran utilizadas como variables explicatorias in-
dependientes.

Material y métodos

Especie de estudio

Nothofagus pumilio es una especie de hoja caduca que forma
bosques puros y domina el limite altitudinal superior a lo largo de
toda la distribucion del bosque templado austral, ocupando también
los pisos altitudinales inferiores llegando hasta el nivel del mar en
el extremo austral (Fig.1). Por lo tanto, se ve afectada por los tres
gradientes: latitudinal (norte-sur), longitudinal (este-oeste) y altitu-
dinal de elevacion. Los mismos representan gradientes complejos
dados por un paisaje montafioso con la presencia de la Cordillera
de los Andes que corre de norte a sur y la influencia de los vientos
predominantes del oeste que determinan el mas abrupto de los gra-
dientes ambientales y que corresponde al longitudinal.

Figura 1. Mapa del area de distribucién espacial de N. pumilio en los Andes del sur (A), y fotografias donde se muestran poblaciones ubicadas en los ex-

tremos de los gradientes latitudinal (B), longitudinal (C), y altitudinal (D).

Figure 1. Map of the spatial distribution area of N. pumilio in the southern Andes (A), and photographs depicting populations in the extremes of the

latitudinal (B), longitudinal (C), and altitudinal (D) gradients.
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Analisis de datos

Se analizé la variacion en la diversidad genética neutral de N.
pumilio a lo largo de los gradientes climaticos latitudinal, longitudinal
y altitudinal mediante marcadores moleculares neutros isoenzima-
ticos. Se utilizaron datos de diversidad genética extraidos de tra-
bajos publicados anteriormente para 14 y 27 poblaciones de los
gradientes altitudinal (Premoli 2003) y latitudinal (Mathiasen y Pre-
moli 2010), respectivamente (Tablas A1, A2 y A3). Para el gra-
diente longitudinal se sumaron datos isoenzimaticos de 35
poblaciones de N. pumilio ubicadas entre los 40 y 43°S a los datos
ya publicados de 7 poblaciones centrales en el mismo rango
(Mathiasen y Premoli 2010). El procedimiento de extraccién y ana-
lisis de isoenzimas para las nuevas poblaciones se realizd si-
guiendo la metodologia descripta en Premoli (2003). Para cada
sitio se extrajeron los datos climaticos en base a 19 variables bio-
climaticas que fueron obtenidas de la base de datos de WorldClim
version 1 (Hijmans et al. 2005; http://www.worldclim.org) con una
resolucién espacial de 30 seg (Tabla A4). Estas variables son de-
rivadas de promedios mensuales de temperatura y precipitacion re-
presentativos de las dimensiones climaticas relevantes para la
determinacion de la distribucion de especies (Hijmans et al. 2005).
A continuacién, se realizaron regresiones lineares simples para eva-
luar la relacion entre las variables bioclimaticas y los diferentes gra-
dientes ambientales latitudinal, longitudinal y altitudinal. Ademas,
para evaluar la diversidad genética en cada gradiente se utilizaron
los datos de cuatro parametros de diversidad genética extraidos de
los trabajos mencionados anteriormente, que consistieron en: nu-
mero de alelos efectivo (Ae), riqueza alélica (Ar), heterocigosis ob-
servada (Ho) y heterocigosis esperada (He). Dichos parametros
fueron calculados utilizando los programas POPGENE v1.32 (Yeh
etal. 1999) y FSTAT v 2.9.3 (Goudet 2001). Para evaluar la variacion
en la diversidad genética de la especie en funcién de los gradientes
latitudinal, longitudinal y altitudinal se realizaron regresiones lineares
simples entre las cuatro variables de diversidad genética (Ae, Ar, Ho
y He) y la latitud, longitud y altitud para cada gradiente, respectiva-
mente. Se realizaron regresiones multiples para evaluar la relacion
entre las variables de diversidad genética (variables dependientes)
y las 19 variables bioclimaticas (variables independientes). Todos
los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa
STATISTICAV.7.0 (StatSoft, Inc. 2004) y se probaron los supuestos
de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homocedastici-
dad (evaluada mediante grafico de residuales vs. predichos). Las
regresiones fueron consideradas significativas con una significancia
de P < 0.05. En el caso de las regresiones multiples los p-valores
fueron corregidos siguiendo a Benjamini y Hochberg (1995).

Resultados

Los analisis de regresiones simples realizadas entre las 19 va-
riables bioclimaticas y los diferentes gradientes ambientales arroja-
ron resultados significativos en la mayoria de los casos (Tablas
A5-A7). Para el gradiente latitudinal 16 de las 19 variables biocli-
maticas mostraron una asociacion significativa con la latitud, las va-
riables asociadas con la precipitacion aumentan hacia latitudes mas
altas, mientras que las variables asociadas a la temperatura mos-
traron los menores valores hacia el sur de la distribucion de la es-
pecie (Tabla A5). En el gradiente longitudinal, 13 de las 19 variables
bioclimaticas mostraron una asociacion significativa con la longitud,
de manera que las variables relacionadas con la precipitacion dis-
minuyen hacia el este de la distribucion de la especie, mientras que
las variables asociadas a la temperatura aumentan (Tabla A6). Por
otro lado, en el gradiente altitudinal, 14 de las 19 variables bioclima-
ticas arrojaron una relacion significativa con la altitud (Tabla A7).
Las variables de temperatura mostraron una relacién negativa con
la altitud, mientras que las variables de precipitacion mostraron di-
ferentes tendencias segun la época del afio. En los meses mas frios
y humedos, las precipitaciones fueron menores en altitudes meno-
res, mientras que en los meses mas calidos y secos las precipita-
ciones fueron menores a mayor altitud (Tabla A7).
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Las regresiones simples entre la diversidad genética neutral y
los distintos gradientes ambientales arrojaron relaciones significa-
tivas entre los parametros de diversidad genética neutral y la latitud
y la altitud (Tabla A8, Fig. 2). No se encontraron relaciones signifi-
cativas entre los parametros de diversidad genética y el gradiente
longitudinal (Tabla A8, Fig. 2). Para el gradiente latitudinal, se en-
contré un incremento significativo (P < 0.05) de Ae ( r?» = 0.30),
Ar( r? =0.29), Ho( r? = 0.33), y He (r? = 0.29) con la latitud (Tabla
A8, Fig. 2). Por otro lado, las regresiones simples realizadas para
el gradiente altitudinal mostraron una disminucion significativa
(P <0.05) en Ae (r> =0.31), Ar (> = 0.38), y en Ho (©* = 0.63) y
He (r? = 0.32) con la altitud (Tabla A8, Fig. 2).

Por ultimo, los analisis de regresion multiple entre los parame-
tros de diversidad genética y las variables bioclimaticas arrojaron
resultados significativos para los distintos gradientes ambientales
(Tabla 1). En el gradiente latitudinal, Ae, Ar, Ho y He presentaron
una relacion positiva significativa con las variables de precipitacion,
especialmente precipitaciones de verano, y ademas presentaron
mayores valores en sitios donde las variables de temperatura al-
canzaban valores intermedios (Tabla 1, Fig. A1). En el gradiente
longitudinal, Ae mostr6 una relacion significativa positiva con la pre-
cipitacion del mes mas seco, es decir la de verano (Tabla 1,
Fig. A1). En el gradiente altitudinal, Ae y He presentaron una rela-
cién significativa y positiva con la precipitacion del mes mas seco
(verano), mientras que las variables Ar y Ho mostraron una relacion
significativa y positiva con la temperatura media de los meses mas
himedos, que corresponden a los meses de otofio-invierno
(Tabla 1, Fig. A1).

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen en evidencia
una fuerte relacién entre el clima, a lo largo de gradientes ambien-
tales (latitudinal, longitudinal y altitudinal) modelando los niveles
de variacion genética de las poblaciones de N. pumilio. Las va-
riables bioclimaticas mas influyentes sobre la diversidad genética
se encontraron relacionadas principalmente a las precipitaciones
de verano y temperaturas de invierno, siendo la tendencia general
de mayor diversidad genética a mayores precipitaciones y tem-
peraturas.

Comprender como la adaptacion genética y/o los factores am-
bientales influyen sobre el rango de distribucion de las especies
resulta esencial para evaluar su supervivencia a largo plazo (Ka-
peller et al. 2016). La persistencia de las poblaciones bajo cam-
bios ambientales puede ser posible si las poblaciones incluyen
variantes genéticas adaptadas a esos ambientes (Safriel et al.
1994; Sabatier et al. 2011), o exhiben alta plasticidad fenotipica.
Bajo escenarios de calentamiento global se espera una retraccién
en el rango de distribucién de las especies, siendo las poblacio-
nes ubicadas en los extremos de los gradientes ambientales (la-
titudinal, longitudinal y altitudinal) las que sufriran en mayor
medida los efectos negativos del cambio climatico. La sensibilidad
potencial de las especies a estos cambios puede ser, al menos
en parte, estimada a priori a partir de su distribucién geogréfica a
lo largo de gradientes y de sus caracteristicas de nicho (Broenni-
mann et al. 2006). Si las especies no se adaptan lo suficiente-
mente rapido, o su amplitud de tolerancia es muy restringida para
responder mediante plasticidad fenotipica, deberan desplazarse
en el espacio geografico para encontrar condiciones ambiental-
mente favorables, dando lugar a procesos de colonizacion o ex-
tincion local. Debido a esto, el estudio e interpretacion de patrones
de variacién genética a lo largo de gradientes ambientales se ha
convertido en un objetivo prioritario en conservacion. Una de las
predicciones bajo calentamiento es la migracion de las especies
hacia altas latitudes, i.e. hacia el sur en el Hemisferio Sur, rastre-
ando su o6ptimo climatico (Parmesan y Yohe 2003). El aumento
de la variacion genética encontrado hacia el sur sugiere que di-
chas poblaciones de N. pumilio contarian con un acervo genético
diverso para responder ante climas cambiantes.
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Figura 2. Relacion entre los parametros de diversidad genética y los diferentes gradientes ambientales de N. pumilio. Ae, nimero efectivo de alelos; Ar,

riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis esperada.

Figure 2. Relationship among genetic diversity parameters and the different environmental gradients of N. pumilio. Ae, effective number of alleles; Ar,

allelic richness; Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity.
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Tabla 1. Resumen de las regresiones multiples entre las variables de diversidad genética y las 19 variables bioclimaticas para N. pumilio en los diferentes
gradientes ambientales. Ae, niumero efectivo de alelos; Ar, riqueza alélica;, Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis esperada. Las referencias de
las variables bioclimaticas se encuentran en la Tabla A4.

Table 1. Multiple regression summary among genetic diversity parameters and the 19 bioclimatic variables for N. pumilio for the different environmental
gradients. Ae, effective number of alleles; Ar, allelic richness; Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity. References for bioclimatic variables

are in Table A4.

Variable dependiente R2 F Df P Variables predictoras B
Gradiente latitudinal Ae 0.80 13.52 6;20 <0.001 BIO14 2.56
BIO17 -7.34
BIO18 5.45
BIO8 -0.61
BIO9 0.83
BIO15 -0.76
Ar 0.78 9.44 719 0.029 BIO17 -6.89
BIO18 5.02
BIO8 -0.82
Ho 0.79 12.47 6;20 0.033 BIO18 6.84
BIO17 -8.57
BIO8 -0.33
BIO14 2.49
BIO9 0.67
He 0.77 9.05 719 0.029 BIO17 -6.59
BIO18 4.74
BIO8 -0.82
Gradiente longitudinal Ae 0.32 3.46 5;36 0.050 BIO14 2.80
BIO18 -4.36
BIO9 -0.73
BIO16 7.96
Gradiente altitudinal Ae 0.38 7.31 1,12 0.019 BIO14 0.62
Ar 0.39 7.56 1,12 0.018 BIO8 0.62
Ho 0.47 4.87 2;11 0.050 BIO8 0.76
He 0.35 6.41 1,12 0.026 BIO14 0.59

Los gradientes ambientales son el resultado de interacciones
complejas de variables climaticas que impactan en el seno de las
poblaciones naturales. Las especies de amplias distribuciones
mostraran ajustes a dichas variaciones ambientales pudiendo res-
ponder de manera adaptativa (i.e. con base genética) en respuesta
a dichos gradientes. Si bien se espera que la seleccién natural
opere principalmente sobre caracteres poligénicos cuantitativos, se
ha sugerido que medidas de diversidad genética pueden utilizarse
como sustitutos de la aptitud (Reed y Frankham 2003). En particu-
lar, los patrones encontrados para marcadores neutrales en este
trabajo en el gradiente altitudinal se pueden correlacionar con las
respuestas adaptativas medidas sobre N. pumilio provenientes de
condiciones contrastantes de altitud.

Experimentos de jardines comunes reflejaron diferencias de
base genética fenoldgicas, ecofisiologicas, arquitecturales de las
plantas y morfologia foliar que reflejan el abrupto gradiente clima-
tico altitudinal (Premoli et al. 2007; Premoli y Brewer 2007). Asi, la
mayor diversidad genética encontrada bajo mayores temperaturas
se correlaciona con mayor crecimiento a menores alturas (Premoli
et al. 2007). Sin embargo, el acervo genético de las poblaciones
no solamente reflejara los efectos directos del clima, sino también
indirectos que impactan sobre la demografia de las poblaciones y
se ven reflejados en su estructura genética. Asi ocurre por ejemplo,
en rodales de N. pumilio de baja a mediana altitud donde la predo-

minante regeneracién por semillas resulta en una estructura demo-
grafica compleja que consiste en el agrupamiento espacial de indi-
viduos con genotipos emparentados y una mayor diversidad
genética (Mathiasen y Premoli 2013). En cambio, en el limite alti-
tudinal superior, predomina la propagacién vegetativa con una es-
poradica reproduccién sexual, produciendo una mayor
homogeneidad genética. Si bien bajo cambio global se predicen
migraciones altitudinales de las especies (Parmesan y Yohe 2003),
experimentos de transplantes reciprocos de N. pumilio sugieren
que las poblaciones genéticamente diversas de menores altitudes
tendran mas capacidad de respuesta que las que se encuentran
hacia el limite altitudinal superior del bosque, las que a su vez se-
rian propensas de sufrir decaimiento local (Mathiasen y Premoli
2016). Estos resultados muestran que las repuestas que se predi-
cen bajo calentamiento en el gradiente altitudinal pueden ser mas
complejas que lo esperado.

Otra de las predicciones bajo el calentamiento global se refiere
al aumento de estrés por sequia, el cual se espera sea aun mas
marcado hacia los extremos de distribucion de las especies (Jump
et al. 2009). Sumado a esto, en Patagonia, la influencia de la Cor-
dillera de los Andes crea un pronunciado gradiente de precipitacion
longitudinal de oeste a este debido al efecto sombra de lluvia de
los vientos humedos provenientes del Pacifico (Veblen et al. 1996).
Por lo cual las poblaciones de N. pumilio en los extremos mas xé-
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ricos se encuentran bajo intensas presiones de seleccién. En este
trabajo encontramos una asociacion significativa entre el nimero
efectivo de alelos y el aumento de la precipitacién del mes mas
seco con la longitud. Sin embargo, el analisis de poblaciones a lo
largo del gradiente longitudinal mediante secuencias conservadas
de ADN del cloroplasto mostro la presencia de variantes genéticas
Unicas hacia el extremo seco de precipitacion, lo que destaca el rol
de las poblaciones marginales como reservorio genético en el largo
plazo (Ignazi G. datos sin publicar). Por otro lado, el cultivo en jardin
comun de N. pumilio de los extremos del gradiente de precipitacion,
si bien resultaron similares para caracteres cuantitativos (nimero
de ramas, rasgos morfolégicos foliares y densidad estomatica), las
respuestas ecofisiolégicas a un experimento de déficit hidrico de
plantulas provenientes del extremo humedo mostraron menor efi-
ciencia en el uso del agua que las del seco sugiriendo la existencia
de diferencias genéticas entre origenes (Ignazi G. datos sin publi-
car). Esta evidencia indica que las poblaciones de N. pumilio que
habitan el extremo seco han desarrollado adaptaciones diferencia-
les a las condiciones contrastantes de precipitacion del gradiente
longitudinal.

Conclusiones

En este trabajo resaltamos la importancia de la puesta en valor
de la diversidad genética en el seno de las poblaciones como prio-
ritario, no solamente para la persistencia a largo plazo de las es-
pecies, sino también para amortiguar los impactos negativos de los
rapidos cambios ambientales que ocurren actualmente. En relacion
con esto Ultimo, las especies forestales estarian en riesgo debido
a sus ciclos de vida largos y madurez reproductiva tardia, lo cual
puede impactar negativamente sobre la capacidad de desarrollar
respuestas rapidas (Jump et al. 2008). Resulta entonces primordial
la proteccion y manejo ecoldgico de los habitats hacia los extremos
de distribucion de las especies, reduciendo por ejemplo otras pre-
siones extrinsecas de origen antrépico (Moritz et al. 2012), con el
objetivo de conservar la diversidad existente (Kapeller et al. 2016).

Las especies de amplia distribucion que habitan gradientes am-
bientales presentan variacion en una gran cantidad de caracteres,
muchos de los cuales poseen base genética. Conocer el grado de
variacion genética y/o de plasticidad fenotipica para distintos ca-
racteres de especies dominantes, es relevante para predecir posi-
bles respuestas futuras a cambios en el clima. Bajo escenarios de
calentamiento global se espera una retraccion en el rango de dis-
tribucidn de las especies. Se hipotetiza que las poblaciones ubica-
das en los extremos de los gradientes ambientales (latitudinal,
longitudinal y altitudinal) seran las que sufriran en mayor medida
los efectos negativos del cambio climatico. Las poblaciones ubica-
das hacia el norte, en mayores alturas y hacia los extremos secos
serian mas vulnerables al calentamiento dada la relativamente re-
ducida diversidad genética que poseen para responder a nuevas
condiciones.
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Anexo

Tabla A1. Caracteristicas geograficas y diversidad genética de las 27 poblaciones analizadas de Nothofagus pumilio en el gradiente latitudinal. Ae, nimero
de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y He, heterocigosis esperada.

Table A1. Geographical characteristics and genetic diversity of the 27 analyzed populations of Nothofaqus pumilio for the latitudinal gradient. Ae, effective
number of alleles; Ar, allelic richness; Ho, observed heterozygosity and He, expected heterozygosity.

Poblacion* ID Latitud Longitud Altitud Ae Ar Ho He
Lag. Epulauquen EPU -36.86 -71.07 1663 1.12 1.13 0.058 0.063
Po. Icalma ICA -38.80 -71.27 1330 1.04 1.06 0.026 0.033
Vn Batea Mahuida. BMH -38.84 -71.23 1500 1.06 1.09 0.020 0.046
L. Moquehue MIR -39.00 -71.38 1275 1.05 1.08 0.028 0.041
L. Rucachoroi RCH -39.24 -71.21 1380 1.08 1.12 0.027 0.065
Po. Tromen TRO -39.59 -71.43 1125 1.05 1.08 0.039 0.043
Co. Chapelco CHP -40.20 -71.31 1375 1.08 1.13 0.055 0.066
Po. Cordoba CBA -40.59 -71.16 1360 1.05 1.08 0.036 0.042
Co. Challhuaco CHA -41.25 -71.28 1325 1.02 1.04 0.021 0.020
Co. Perito Moreno PMO -41.79 -71.56 990 1.05 1.09 0.033 0.046
Co. Piltriquitron PQN -41.97 -71.48 1250 1.02 1.03 0.008 0.016
Co. La Hoya LHY -42.84 -71.26 1275 1.18 1.21 0.067 0.108
L. Vintter VIN -43.97 -71.52 950 1.05 1.07 0.034 0.036
El Portezuelo PTZ -46.07 -71.69 1001 1.22 1.22 0.096 0.122
A. Canalele CAN -46.93 -71.86 1087 1.25 1.23 0.067 0.130
Mte. San Lorenzo SLzZ -47.75 -72.35 1100 1.01 1.01 0.005 0.005
Co. Leones LEO -47.79 -72.12 890 1.09 1.09 0.034 0.052
L. Azara AZA -47.84 -72.27 900 1.07 1.09 0.046 0.049
Riviera RIV -47.94 -72.37 850 1.01 1.02 0.010 0.010
L. Burmeister BUR -47.95 -72.12 910 1.20 1.26 0.059 0.136
L. del Desierto DES -49.08 -72.89 457 1.38 1.41 0.095 0.221
Chaltén Seco CTS -49.21 -72.95 454 1.46 1.39 0.105 0.204
El Chaltén CTN -49.27 -72.95 687 1.34 1.38 0.122 0.200
L. Onelli ONI -50.11 -73.30 196 1.31 1.34 0.116 0.190
L. Grey GRE -51.59 -72.60 118 1.20 1.21 0.120 0.105
Mte. Alto MAL -52.08 -71.86 292 1.22 1.26 0.088 0.126
Pta. Arenas ARE -53.29 -71.05 162 1.10 1.15 0.060 0.078

* datos extraidos de Mathiasen y Premoli (2010).
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Tabla A2. Caracteristicas geograficas y diversidad genética de las 42 poblaciones analizadas de Nothofagus pumilio en el gradiente longitudinal. Ae, nu-
mero de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y He, heterocigosis esperada.

Table A2. Geographical characteristics and genetic diversity of the 42 analyzed populations of Nothofaqus pumilio for the longitudinal gradient. Ae, effective
number of alleles; Ar, allelic richness; Ho, observed heterozygosity and He, expected heterozygosity.

Poblacion ID Latitud Longitud Altitud Ae Ar Ho He
Po. Cérdoba* CBA -40.60 -71.15 1237 1.06 1.24 0.05 0.06
Co. La Mona MON -40.58 -71.70 1081 1.39 1.48 0.18 0.17
Cuyin Manzano 6 6CUY -40.82 -71.19 1529 1.41 1.89 0.17 0.25
Cuyin Manzano 5 5CUY -40.84 -71.20 1576 1.35 1.58 0.1 0.19
Cuyin Manzano 4 4CUY -40.86 -71.19 1739 1.81 2.25 0.3 0.43
Cuyin Manzano 3 3Cuy -40.91 -71.22 1717 1.53 1.82 0.18 0.31
Cuyin Manzano 2 2CUY -40.93 -71.27 1757 1.55 1.95 0.19 0.30
Cuyin Manzano 1 1CUY -40.94 -71.34 1208 1.93 2.28 0.29 0.42
Ea. Altos del Fortin FOR -40.97 -71.22 1155 1.6 1.77 0.39 0.32
L. Ortiz Basualdo BAS -40.98 -71.85 1131 1.63 217 0.38 0.37
Lag. Los Clavos CLA -41.05 -71.83 1230 1.38 1.92 0.19 0.27
Po. de las nubes PDN -41.08 -71.78 1555 1.83 2.15 0.29 0.41
Co. Lopez* LOP -41.09 -71.55 1213 1.22 1.56 0.08 0.15
Lag. Negra LN -41.14 -71.57 1184 1.59 1.88 0.23 0.31
Co. Otto* OTO -41.15 -71.37 1102 1.04 1.17 0.03 0.04
A. del medio AM -41.21 -71.21 1100 1.8 2.23 0.35 0.41
Jesus JES -41.23 -71.25 1003 1.34 1.80 0.14 0.23
Co. Challhuaco*® CHA -41.25 -71.28 1325 1.03 1.13 0.03 0.03
Nirihuau Arriba NIR -41.29 -71.25 1118 1.59 1.87 0.36 0.34
Ea. Buitrera BUI -41.30 -71.13 1299 1.81 2.31 0.36 0.39
V. Llodconto LLO -41.39 -71.59 1397 1.32 1.64 0.19 0.19
A. Chenquenillén CHE -41.50 -71.08 1390 1.4 1.87 0.28 0.26
Baguales BAG -41.50 -71.34 1371 1.91 2.33 0.24 0.44
Lengas de Oro LDO -41.67 -71.11 1224 1.08 1.25 0.05 0.06
A. las Minas ALM -41.74 -71.16 1242 1.33 1.73 0.16 0.23
Las Huaytekas HUA -41.76 -71.41 1349 1.67 1.92 0.22 0.38
Co. Perito Moreno* PMO -41.80 -71.57 990 1.07 1.25 0.04 0.06
Ref. Natacion NAT -41.88 -71.58 1183 1.51 1.70 0.22 0.25
Ea. Mallin Kume MAK -41.90 -71.21 1058 1.45 1.89 0.21 0.28
Pob. Soto SOT -41.93 -71.37 940 1.76 1.99 0.21 0.43
Co. Piltriquitron* PQN -41.97 -71.48 1250 1.01 1.05 0.01 0.01
Ref. Motoco MOT -41.98 -71.71 813 1.44 1.70 0.2 0.27
Ciid. del zorro CDz -42.41 -71.13 1081 1.7 2.27 0.27 0.41
Cholila CHO -42.42 -71.62 1200 1.95 240 0.24 0.44
Co. La Momia MOM -42.58 -71.60 950 2.36 2.64 0.23 0.52
Pob. Neira NEI -42.65 -71.57 177 1.46 1.79 0.26 0.24
Lag. Escondida ESC -42.76 -71.74 913 1.75 2.03 0.23 0.39
Co. La Hoya* LHY -42.83 -71.27 1275 1.25 1.49 0.09 0.14
Alto del Rio Percey PER -42.84 -71.45 1049 1.4 1.54 0.23 0.22
A. Cascada CAS -42.91 -71.64 1061 1.69 2.06 0.17 0.37
Co. Cocinero COC -42.95 -71.62 1093 1.86 2.49 0.27 0.46
Co. Nahuel Pan NAP -43.01 -71.20 943 1.41 1.92 0.2 0.28

* Datos extraidos de Mathiasen y Premoli (2010),
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Tabla A3. Caracteristicas geogréficas y diversidad genética de Nothofagus pumilio en los cuatro cerros analizados en el gradiente altitudinal. Ae, nimero
de alelos efectivo; Ar, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada y He, heterocigosis esperada.

Table A3. Geographical characteristics and genetic diversity of Nothofagus pumilio in the four mountains analyzed for the altitudinal gradient. Ae, effective
number of alleles; Ar, allelic richness; Ho, observed heterozygosity and He, expected heterozygosity.

Poblacion* Latitud Longitud Altitud Ae Ar Ho He

Co. Challhuaco -41.27 -71.30 1630 1.01 1.03 0.01 0.01
-41.26 -71.30 1470 1.04 1.10 0.01 0.03

-41.26 -71.28 1250 1.01 1.05 0.01 0.01

-41.25 -71.28 1110 1.01 1.06 0.01 0.01

Co. Lépez -41.10 -71.56 1478 1.03 1.10 0.02 0.03
-41.10 -71.56 1386 1.03 1.07 0.002 0.02

-41.10 -71.55 1256 1.04 1.15 0.03 0.04

-41.09 -71.55 1143 1.04 1.12 0.01 0.03

Co. Otto -41.15 -71.39 1427 1.00 1.00 0.00 0.00
-41.15 -71.38 1373 1.04 1.15 0.02 0.04

-41.15 -71.36 1210 1.05 1.17 0.01 0.04

-41.15 -71.34 1102 1.05 1.19 0.03 0.05

Vn. Martial -54.79 -68.39 670 1.06 1.19 0.02 0.05
-54.80 -68.37 385 1.05 1.18 0.04 0.04

* datos extraidos de Premoli (2003).

Tabla A4. Variables bioclimaticas extraidas de la base de datos de Worldclim.
Table A4. Bioclimatic variables extracted from the Worldclim database.

D Variable bioclimatica Descripcion Unidades
BIO1 Temperatura media anual Promedio de las temperaturas medias registradas en cada mes °C
BIO2 Rango diurno promedio Promedio de los valores mensuales de (Tmax-Tmin) °C
BIO3 Isotermalidad (B1O2/BIO7)*100 °C
BIO4 Estacionalidad de la temperatura Desviacion estandar *100 %
BIO5 Temperatura maxima del mes mas calido °C
BIO6 Temperatura minima del mes mas frio °C
BIO7 Rango anual de la temperatura (BIO5-BIOB6) °C
BIO8 Temperatura media del cuarto mas humedo Promedio de la temperatura de los cuatro meses mas humedos del afio °C
BIO9 Temperatura media del cuatrimestre mas seco Promedio de la temperatura de los cuatro meses mas secos del afio °C

BIO10 Temperatura media del cuatrimestre mas calido = Promedio de la temperatura de los cuatro meses mas calidos del afio °C
BIO11 Temperatura media del cuatrimestre mas frio Promedio de la temperatura de los cuatro meses mas frios del afio °C
BIO12 Precipitacion anual Mm
BIO13 Precipitacion del mes mas humedo Mm
BIO14 Precipitacion del mes mas seco Mm
BIO15 Estacionalidad de la precipitacion Coeficiente de variacion %
BIO16 Precipitacion del cuatrimestre mas humedo Promedio de la precipitacion de los cuatro meses mas humedos del afio Mm
BIO17 Precipitacion del cuatrimestre mas seco Promedio de la precipitacion de los cuatro meses mas secos del afio Mm
BIO18 Precipitacion del cuatrimestre mas calido Promedio de la precipitacion de los cuatro meses mas calidos del afio Mm
BIO19 Precipitacion del cuatrimestre mas frio del afio Promedio de la precipitacion de los cuatro meses mas frios del afio Mm
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Tabla A5. Regresiones simples entre las 19 variables bioclimaticas y la  Tabla A6. Regresiones simples entre las 19 variables bioclimaticas y la

latitud. longitud.

Tabla AS. Simple regressions among the 19 bioclimatic variables and la-  Tabla A6. Simple regressions among the 19 bioclimatic variables and lon-

titude. gitude.

dependiente K F(29 P ; dopendionte R FO#0 P ;

BIO1 0.24 7.91 0.009 -0.49 BIO1 0.04 1.55 0.221 0.19
BIO2 0.92 272.13 0.000 -0.96 BIO2 0.66 78.29 <0.001 -0.81
BIO3 0.80 101.51 0.000 -0.90 BIO3 0.05 2.07 0.158 0.22
BIO4 0.54 28.85 0.000 -0.73 BI04 0.79 154.17 <0.001 -0.89
BIO5 0.79 95.53 0.000 -0.89 BIO5 0.02 0.78 0.384 -0.14
BIO6 0.02 0.48 0.495 -0.14 BIO6 0.17 8.00 0.007 0.41
BIO7 0.92 295.55 0.000 -0.96 BIO7 0.73 109.29 <0.001 -0.86
BIO8 0.34 12.89 0.001 0.58 BIO8 0.09 3.85 0.057 0.30
BIO9 0.75 74.83 0.000 -0.87 BIO9 0.01 0.44 0.509 0.10
BIO10 0.52 27.12 0.000 -0.72 BIO10 0.00 0.03 0.873 0.03
BIO11 0.10 2.67 0.115 -0.31 BIO11 0.13 6.13 0.018 0.36
BIO12 0.33 12.36 0.002 -0.58 BIO12 0.80 157.85 <0.001 0.89
BIO13 0.71 61.89 0.000 -0.84 BIO13 0.64 72.53 <0.001 0.80
BIO14 0.22 7.22 0.013 0.47 BIO14 0.90 342.37 <0.001 0.95
BIO15 0.96 574.79 0.000 -0.98 BIO15 0.64 72.30 <0.001 -0.80
BIO16 0.68 53.09 0.000 -0.82 BIO16 0.73 106.29 <0.001 0.85
BIO17 0.14 417 0.052 0.38 BIO17 0.92 433.84 <0.001 0.96
BIO18 0.20 6.32 0.019 0.45 BIO18 0.92 465.11 <0.001 0.96
BIO19 0.74 70.59 0.000 -0.86 BIO19 0.70 95.04 <0.001 0.84

Tabla A7. Regresiones simples entre las 19 variables bioclimaticas y la  Tabla A8. Regresiones simples entre las variables de diversidad genética

altitud. y la altitud, la longitud y la latitud en cada gradiente.
Tabla A7. Simple regressions among the 19 bioclimatic variables and al-  Tabla A8. Simple regressions among genetic diversity variables and the la-
titude. titude, longitude and altitude for each gradient.
Variable . Variable 2 Variable
dependiente R? F(1;12) P B dependiente R F Gl P predictora B
BIO1 0.20 2.91 0.114 0.44 Gradiente latitudinal
BIO2 0.79 44.31 <0.001 0.89 Ae 0.30 10.68 1;25 0.003 Latitudinal ~ 0.55
BIO3 0.002 0.02 0.886 -0.04 .
Ar 0.29 10.39 1;25 0.004 Latitudinal 0.54
BIO4 0.71 29.09 <0.001 0.84
BIO5 0.54 14.25 0.003 0.74 Ho 0.33 1256 1;25 0.002 Latitudinal 0.58
BIO6 0.17 2.39 0.148 -0.41 He 0.29 10.28 1;25 0.004 Latitudinal  0.54
BIO7 0.72 31.30 <0.001 0.85 Gradiente longitudinal
BIO8 0.91 116.66 <0.001 -0.95
Ae 0.04 153 1,40 0.224 Longitud  0.19
BIO9 0.51 12.65 0.004 0.72
BIO10 0.40 7.86 0.016 0.63 Ar 0.01 059 1,40 0.447 Longitud 0.12
BIO11 0.003 0.04 0.846 0.06 Ho 0.00 0.17 140 0.681 Longitud  0.07
BIO12 0.25 3.96 0.070 0.50 .
He 0.02 0.97 1,40 0.332 Longitud 0.15
BIO13 0.50 11.99 0.005 0.71
BIO14 0.70 28.16 <0.001 -0.84 Gradiente altitudinal
BIO15 0.73 32.85 <0.001 0.86 Ae 0.31 536 1;12 0.039 Altitud -0.56
BIOT6 0.54 13.87 0.003 0.73 Ar 038 7.37 112 0019  Altud  -0.62
BIO17 0.42 8.83 0.012 -0.65
Ho 063 796 1;12 0.015 Altitud -0.63
BIO18 0.64 21.30 <0.001 -0.80
BIO19 0.57 15.63 0.002 0.75 He 0.32 570 1;12 0.034 Altitud -0.57

46



Latitud (S°) Longitud (°Q) Altitud (m.s.n.m.)
15 -~ 26 107
0.80" L ]
e| R=0.32 . 1os | FE=0.38°
22 106 Py
20
oo © 104 e @
' ? * * . 2 403
16 ¥ hd < -
14 .. .... oo 102
12 L4 L ] 101 Lo
0l " Ne ® 1.00 ™
08 ———— —r——— 099 . . . . .
10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 20 25 30 35 40 45
Bio 14

09 T v v - - 0.95 v r v T
-20 0 20 40 60 80 100 -10 0 10 20 30 40

Bio8 Bio8

Figure A1. Relacion entre el numero efectivo de alelos (Ae) y la riqueza alélica (Ar) y las variables bioclimaticas Bio 14 y Bio 8 que arrojaron resultados
significativos en las regresiones mdultiples para los distintos gradientes.

Figure A1. Relationship among the effective number of alleles (Ae) and allelic richness (Ar) and the bioclimatic variables Bio 14 and Bio 8 that yielded sig-
nificant results in the multiple regressions for the different gradients.
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