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Resumen

La region Patagonica ha sufrido el impacto de eventos antiguos tales como
tecténica de placas, cambios en el nivel del mar, y més recientemente los cambios
climéticos que ocurrieron durante el Cuaternario que afectaron la distribucién de las
poblaciones de plantas y sus patrones de diversidad genética. La hipétesis planteada es
que los factores historicos se veran reflejados en la estructura genética de las
poblaciones de plantas de linajes antiguos que habitan las latitudes australes. Este es el
caso de Nothofagus pumilio (Nothofagaceae, lenga), especie arbdrea que caracteriza los
ambientes montafosos y altoandinos del Bosque Templado Austral. Esta especie de
amplio rango altitudinal y latitudinal presenta una marcada variacion en las formas de
crecimiento y demografia a lo largo de su distribucion. El objetivo general de este
estudio es evaluar los niveles y la distribucion de la variabilidad genética en N. pumilio
a distintas escalas espaciales, utilizando distintos tipos de marcadores moleculares y
caracteres cuantitativos. A escala de paisaje, se utilizaron polimorfismos genéticos de
tres regiones no codificantes del ADN del cloroplasto para evaluar el rol que tuvieron
los eventos paleogeoldgicos en modelar el acervo genético de N. pumilio. También se
exploraron los efectos regionales de las oscilaciones climaticas del Cuaternario sobre el
acervo genético de esta especie tolerante al frio utilizando ocho loci isoenzimaticos. A
escala local, se analizaron las consecuencias genéticas del modo de regeneracion en
base a muestreos espacialmente explicitos en alturas contrastantes de tres pares de sitios
utilizando marcadores isoenzimaticos y microsatélites. Ademas, se analizaron los
efectos de la seleccion natural sobre caracteres adaptativos mediante experimentos de
trasplantes reciprocos con plantas de distintos origenes cultivadas en alturas

contrastantes.



Los andlisis a escala de paisaje mediante andlisis filogeograficos muestran que
los patrones de variacion genética en N. pumilio estan estructurados geogréficamente y
son consistentes con la paleogeografia del Paledgeno de Patagonia. A escala regional,
los patrones isoenzimaticos reflejan las oscilaciones climéaticas del Cuaternario que
también difieren latitudinalmente. Niveles similares de variacién genética distribuidos
en el gradiente latitudinal, sugieren expansion local desde multiples areas libres de
hielo. Las poblaciones de latitudes intermedias presentaron mayor diversidad intra-
poblacional 'y mayor diferenciacion genética inter-poblacional reflejando
establecimiento relativamente reciente a partir de acervos genéticos divergentes. A
escala local, la marcada estructura genética fina a escala espacial reducida en sitios de
baja altitud en los Cerros Challhuaco y Lopez indicaria un establecimiento agrupado de
plantulas en claros abiertos bajo el dosel. La ausencia de estructura genética fina en el
Cerro Otto y en sitios de mayor altitud podria estar reflejando disturbios recurrentes.
Los trasplantes reciprocos muestran que las diferencias genéticas medidas en plantas de
N. pumilio a lo largo del gradiente altitudinal se traducen en una mayor plasticidad y
una mayor respuesta aclimatativa en las plantas provenientes de menor altitud. En este
estudio se encontrd que la estructura genética actual de N. pumilio es el resultado
complejo de la combinacion de procesos historicos que ocurrieron a distintas escalas
espaciales y en distintos tiempos geoldgicos y de adaptacion a condiciones actuales
cambiantes del gradiente altitudinal. Nothofagus pumilio ha conservado su identidad
como especie desde el Paledgeno y ha respondido localmente a los cambios climéticos
del Nedgeno. Sin embargo, a pesar de ser un linaje antiguo N. pumilio ha mantenido la
capacidad de responder vigorosamente a las presiones selectivas adaptandose al

gradiente altitudinal. Por lo tanto los cambios climéaticos ocurridos durante el



Cuaternario probablemente han tenido efectos sinérgicos sobre la estructura genética

antigua a escalas locales.



Abstract

The Patagonic Region has suffered the impact of ancient events such as plate
tectonics, sea-level changes, and more recently the climatic oscillations that occurred
during the Quaternary which have affected the distribution of plant populations and
their patterns of genetic diversity. The hypothesis postulated here is that historical
factors will be reflected in the genetic structure of plant populations of ancient lineages
which inhabit austral latitudes. This is the case of Nothofagus pumilio (Nothofagaceae,
lenga), a tree species that characterizes high-Andean mountainous environments from
the Austral Temperate Forests. This species of wide-altitude and wide-latitude range
presents a marked variation in growth forms and demography along its distribution. The
general objective of this study is to evaluate the levels and distribution of genetic
variation in N. pumilio at different spatial scales, using different molecular markers and
quantitative traits. At landscape scale, genetic polymorphisms from three non-coding
regions of chloroplast DNA were used to evaluate the role that palaeogeological events
had on N. pumilio’s gene pool. Also, the regional effects of climatic oscillations from
the Quaternary over this cold-tolerant species’ gene pool were investigated using eight
isozyme loci. At the local scale, the genetic consequences of regeneration mode were
analyzed by means of a spatially explicit sampling design in contrasting elevations from
three pairs of sites using isozyme markers and microsatellites. Moreover, the effects of
natural selection over adaptive traits were tested using reciprocal transplant experiments

of plants with different origins cultivated in contrasting elevations.

Landscape phylogeographic analyses show that the patterns of genetic variation
in N. pumilio are geographically structured and are consistent with the Paleogene

paleogeography of Patagonia. At regional scale, the isozyme patterns reflect the climatic



oscillations of the Quaternary which in turn also differ latitudinally. Similar levels of
genetic variation distributed along the latitudinal gradient, suggest local expansion from
multiple ice-free areas. Populations from intermediate latitudes presented greater intra-
population diversity and larger inter-population genetic differentiation reflecting the
relatively recent establishment of those populations from divergent gene pools. At local
scale, the marked fine scale genetic structure in low altitude sites from Challhuaco and
Lopez may indicate a spatially clustered establishment of seedlings in gaps generated
beneath the canopy. The absence of significant genetic structuring at reduced spatial
scales in Otto and high-altitude sites may be reflecting repeated disturbances.
Reciprocal transplants show that the genetic differences measured in N. pumilio along
the altitudinal gradient are translated in an enhanced plasticity and a greater aclimatative
response of plants from lower altitudes. This study shows that current genetic structure
of N. pumilio is the result from a complex combination of historical processes that
occurred at distinct spatial scales and in different geological times, and of adaptation to
changing conditions of the altitudinal gradient. Nothofagus pumilio has conserved its
species identity since the Paleogene and has responded locally to Neogene climatic
changes. Nevertheless, in spite of being an ancestral lineage N. pumilio has conserved
the ability to respond vigorously to selective pressures and thus adapting to the
altitudinal gradient. Therefore, climatic changes that occurred during the Quaternary

probably have had synergistic effects over the ancient genetic structure at local scales.



1. Capitulo I: Introduccion General
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Las variaciones en el medio fisico imponen condiciones heterogéneas sobre las
especies de plantas que las habitan. En especies con amplias distribuciones geogréaficas
de cientos a miles de kilometros, se puede predecir que dicha variabilidad ambiental
podria resultar en una marcada diferenciacion genética inter-poblacional (Millar &
Libby 1992). Esta se generaria en respuesta a variadas presiones de seleccion y/o
restricciones al flujo génico actual y/o histérico debido al aislamiento de las poblaciones
a escala regional. Por otro lado, los procesos que ocurren a escalas espaciales reducidas
pueden afectar la demografia y en consecuencia las caracteristicas genéticas dentro de
las poblaciones. Por ejemplo, las condiciones particulares de determinados micrositios,
junto con patrones locales de polinizacion y/o de establecimiento de semillas pueden
generar una estructuracion genética a escalas de cientos de metros (Hamrick & Nason
1996). Ademas del componente espacial, las diferencias fenoldgicas que ocurren a lo
largo de gradientes ambientales pueden resultar en el aislamiento temporal de las
poblaciones, restringiendo el flujo genético entre ellas (Premoli 2003). Por lo tanto, los
procesos historicos y contemporaneos de deriva genética y flujo génico determinaran la

distribucion de la variacion genética entre las poblaciones (Cruzan & Templeton 2000).

Se ha postulado que la combinacion de las condiciones fisicas que caracterizan a
la region Patagonica, e. g. gradiente de precipitacion oeste-este generado por la
Cordillera de los Andes, numerosos cordones montafiosos y valles, juntamente con la
influencia del océano Pacifico, generan un ambiente extremadamente variado para
especies con amplias distribuciones geograficas (Donoso 1987). Particularmente, las
marcadas diferencias ambientales que existen a lo largo de los gradientes altitudinal y
latitudinal generan distintas presiones de seleccion sobre las poblaciones de plantas que
las habitan. Esta seleccion diferencial, juntamente con un restringido flujo génico actual

y/o historico dentro y entre poblaciones provocaria un incremento en la diferenciacion
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genética resultando en una estructura genética compleja en especies de amplio rango
como Nothofagus pumilio (Poepp. et Endle.) Krasser, especie que caracteriza los

ambientes montanos y altoandinos del Bosque Templado Austral (Fig. 1.1).

1.1. Historia de Patagonia

La historia geoldgica de la region Patagdnica en el sur de Sudamérica muestra una
evolucion compleja, como resultado de diferentes procesos que comenzaron a lo largo
del margen occidental de Gondwana durante los estadios principales de la separacién de
Pangea (Tabla 1.1). La region Patagonica originalmente formaba parte del
supercontinente de Gondwana (Fig. 1.2) y estaba unida a la Antartida (Fig. 1.3). La
forma exacta en que ocurridé la separacion de Sudameérica y la Antartida adn se
encuentra en discusion (Hervé et al. 2006, Pankhurst et al. 2006, Miller 2007, Upchurch
2008). Algunos modelos proponen que el inicio de la ruptura de Gondwana comenzo
hace unos 165 millones de afios (Ma) durante el periodo Jurasico. Hace aprox. 130 Ma
comienza la separacion de Africa (Cretacico Inferior) dando lugar a la apertura del
Oceéano Atlantico; posteriormente Nueva Zelanda (durante el Cretacico superior, hace
130 a 85 Ma) se separd del resto de los continentes que formaban el Oeste de Gondwana
(Australia, Peninsula Antartica y Sudamérica). Durante el Eoceno (40 Ma antes del
presente) Australia se separé de la Antartida y posteriormente (hace aprox. 30 Ma)
comenzo la separacion de la Peninsula Antartica del sur de Sudamérica, junto con la
apertura del Mar de Scotia y del Pasaje de Drake (Oligoceno), dando origen a la
Corriente Circumpolar Antartica. A su vez, en el limite entre el Eoceno/Oligoceno

ocurri6 un gran cambio climdtico, los régimenes céalidos o de “invernadero”
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(greenhouse) pasaron a un régimen frio o de “igla” (icehouse) (Huber & Nof 2006). De
esta manera, hacia fines del Oligoceno, la Antartida quedd aislada de las aguas mas
calidas, se produjo un enfriamiento generalizado y se formaron glaciares sobre el
continente que anteriormente se encontraba cubierto por bosques (Poole et al. 2003).
Como consecuencia, la flora que habitaba dichos lugares tuvo que migrar hacia el norte
a las &reas libres de hielo y donde los climas eran méas templados (Cantrill & Poole

2005).

Por otro lado, el escenario geoldgico en tiempos de Gondwana, desde hace
aprox. 60 Ma hasta el levantamiento final de la cordillera de los Andes (Mioceno),
estaba caracterizada por la formacion de un sistema de grandes cuencas sedimentarias,
algunas de las cuales representan las mayores cuencas preservadas en Antartida, Africa,
India, Australia y Sudamérica (Lisker et al. 2006). Esto, juntamente con el hecho de que
el nivel del mar era mas alto que el actual (Miller et al. 2005) hicieron que el paisaje
estuviera conformado por extensiones de tierra rodeadas por mar, limitando asi los
ambientes favorables para la dispersion por tierra. La topografia de Patagonia durante
este periodo (Fig. 1.4) era muy inestable debido a la subduccion de la placa oceanica de
Nazca por debajo del margen oeste del continente Sudamericano que ocurrié durante el
Mesozoico y Cenozoico (Mpodozis & Ramos 2008). El sector norte de la Patagonia,
que incluye el margen continental en la Cordillera de la Costa y el Macizo Nor-
Patagdnico, estaban constituidos por numerosas unidades geoldgicas emergentes
relativamente pequefias de origen antiguo, anterior a la era Mesozoica (Giacosa &
Heredia 2004, Pankhurst et al. 2006, Glodny et al. 2008, Duhart & Adriasola 2008),
mientras que mas hacia el sur existian grandes extensiones de tierra como el Macizo del
Deseado y el Batolito Patagénico Sur (Pankhurst et al. 1999, Pankhurst et al. 2006).

Estas tierras se encontraban rodeadas por cuencas marinas que se formaron desde el
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periodo Jurdsico hasta el Nedgeno (leRoux & Elgueta 2000, Suarez & Marquez 2007).
Particularmente a los 43° de latitud S, durante el periodo Jurdsico, se encontrd una
sucesion de depdsitos sedimentarios de origen marino sugiriendo la existencia de paleo-
cuencas que mantenian conexién con el Océano Pacifico. Mas tarde, durante el
Mioceno, se depositaron sedimentos marinos en la regién costera sobre el margen oeste
del continente, entre los 37 y los 42° de latitud S. También durante esta época gran parte
de la Patagonia fue invadida por transgresiones marinas de los océanos Atlantico y
Pacifico en ambos lados del continente (leRoux & Elgueta 2000, Folguera & Ramos
2002, Suarez y Méarquez 2007). Durante el Mioceno tuvo lugar el levantamiento final de
los Andes Patagonicos, 1o que generd una gran barrera para la circulacion atmosférica
de los vientos himedos provenientes del Océano Pacifico. Como consecuencia, se
incrementaron las diferencias oeste-este en el gradiente de precipitacion produciéndose
un gran cambio climatico y ecoldgico al este de la Cordillera de los Andes (Blisniuk et
al. 2005). Juntamente con el levantamiento de los Andes Patagonicos, retrocedieron los
océanos, se drenaron las cuencas de origen marino, y los bosques desaparecieron de la
region extra-Andina siendo reemplazados por la estepa Patagonica (Barreda &
Palazzessi 2007). En el Plioceno tardio, culmina la retraccion de las zonas climéticas
con sus floras asociadas, y en Sudameérica los bosques templados quedaron restringidos
al margen suroeste del continente. El clima se fue enfriando progresivamente y hacia
fines del Mioceno-Plioceno temprano hace aproximadamente 7 y 5 Ma antes del
presente, tuvieron lugar las mas antiguas glaciaciones cuaternarias conocidas para
Patagonia (Rabassa et al. 2005). A continuacidn ocurrieron varios eventos glaciarios
frios, con sus respectivos periodos interglaciarios calidos. Las mayores glaciaciones
Patagdnicas fueron registradas entre 1,17 y 1,02 Ma atras, y el tltimo maximo glacial

(UMG) comenzo6 hace unos 25.000 afios y culminé hace 16.000 afios (Rabassa et al.
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2005). Finalmente durante el Tardiglacial entre los 15.000 y 10.000 afios antes del
presente ocurrieron dos avances glaciarios (Rabassa et al. 2005). Por lo tanto, los
eventos glaciales ocurridos durante los ultimos cinco millones de afios, determinaron
cambios climéaticos y ambientales que influenciaron el paisaje y el desarrollo de los

ecosistemas patagonicos/pampeanos.

1.2.  Evidencia fosil

La informacion generada por el registro fdsil es utilizada para reconstruir las
condiciones climaticas pasadas que afectaron a la historia biogeografica de las especies
para tratar de explicar el patrén de distribucion geografica de la flora actual. El registro
fésil de Nothofagus es muy rico y casi completo. Estd compuesto por macro- y micro-
fosiles: los primeros corresponden a restos de hojas, madera, o estructuras
reproductivas, y los segundos corresponden a depdsitos de polen. Mientras que los
macrofdsiles son mas raros y se encuentran en condiciones de sitio particulares, los
registros de polen fésil son abundantes y se considera que s6lo su ausencia es evidencia
de que el género nunca ha estado en ese lugar (Hill 1992). El polen Nothofagus es
claramente identificable por lo que se ha utilizado para agrupar a las especies actuales
segun cuatro morfotipos de polen diferentes que comprenden los tipos: brassii, fusca
(@), fusca (b), y menziesii (Dettmann et al. 1990). Estos tipos de polen delimitan cuatro
subgéneros distintos dentro del género Nothofagus: Brassospora, Fuscospora,
Lophozonia, y Nothofagus (Hill & Read 1991). Un estudio molecular y morfol6gico
realizado para evaluar las relaciones filogenéticas que existen entre especies dentro de la

familia Nothofagaceae muestra que los cuatro subgéneros son monofiléticos y que el
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subgénero Lophozonia se sitda en la base de la filogenia. Ademas, el grupo que contiene
a los deméas subgéneros muestra que el subgénero Fuscospora se separd primero y que
los Nothofagus tropicales (subgénero Brassospora) serian el grupo hermano de las
especies del bosque templado de Sudameérica (subgénero Nothofagus) (Manos 1997). El
registro fosil de Nothofagus muestra que los cuatro subgéneros actuales se habrian
diferenciado tempranamente en su historia evolutiva durante el Campaniano-
Mastrichtiano en la region de la Peninsula Antartica-sur de Sudamérica (Hill et al.
1996) y habrian permanecido como entidades diferenciadas por muchas decenas de
millones de afios (Hill & Dettmann 1996). Por otro lado, la gran estabilidad en la
evolucion morfoldgica evidenciada en el registro fosil de Nothofagus sugiere que desde
que se diferenciaron los cuatro subgéneros el cambio evolutivo ha sido lento (Hill
2001), por lo menos durante los Gltimos 35 millones de afios (Hill et al. 1996). Los
trabajos realizados en base a la evidencia fosil junto con estimaciones de tiempos de
divergencia utilizando el reloj molecular permitieron concluir que la familia
Nothofagaceae se diferencio durante el Cretacico superior y se diversificd
principalmente desde el Eoceno hasta el Oligoceno, durante la separacion del
supercontinente de Gondwana (Cook & Crisp 2005). Segun el registro polinico, la
méaxima diversidad del género Nothofagus a nivel global ocurrié durante el Oligoceno-
Mioceno temprano en altas latitudes del Hemisferio Sur que coincide con el momento
de su méaxima distribucion espacial (Hill 2001). El registro de polen fosil da cuenta de la
presencia del subgénero Nothofagus en la Patagonia desde el Eoceno (Romero 1977).
Particularmente en el Eoceno medio-Oligoceno, ocurrié una expansion de los bosques
de Nothofagus en Sudamérica que posteriormente quedaron restringidos a la region
humeda, occidental de los Andes (Barreda & Palazzesi 2007) y alli habrian persistido

durante el Mioceno y el Cuaternario hasta el presente. Especialmente durante el
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Cuaternario, habrian sobrevivido a las oscilaciones climaticas de dicho periodo en
multiples areas ubicadas en distintas latitudes (Villagrdn & Hinojosa 2005, Villa
Martinez & Moreno 2007, Mancini 2009), incluso en las regiones mas australes como

en Tierra del Fuego (Markgraf 1993, Heusser 1993).

1.3. Reconstruccion historica en base a marcadores moleculares

Las caracteristicas genéticas de una especie a lo largo de su distribucion estan
determinadas, ademas de otros factores, por los procesos historicos y contemporaneos
que han afectado la distribucién de las poblaciones y por lo tanto los patrones de flujo
génico entre ellas (Sork et al. 1999). En las plantas, la dispersion de genes ocurre por el
movimiento de polen y semillas (McCauley 1995). Tradicionalmente las tasas de flujo
génico histérico han sido estimadas en base al indice de diferenciacion genética inter-
poblacional (Sork et al. 1999). Este indice propuesto por Wright (1965) da idea de qué
proporcidn de la variacidén genética total se encuentra distribuida entre las poblaciones,
mientras mayor sea este indice indicaria que las poblaciones han sufrido restricciones al
flujo génico histérico. Los marcadores moleculares isoenzimaticos han sido
ampliamente utilizados para determinar los niveles y la estructura de la diversidad
genética y han ayudado a entender los distintos procesos que ocurren en muchas
especies de plantas. Poseen herencia mendeliana y son co-dominantes, por lo tanto el
flujo génico es relativamente mayor que en marcadores de herencia uniparental, ya que
sufren los procesos involucrados en la reproduccion sexual como la recombinacion y
segregacion independiente y pasan a la siguiente generacion a través de dos vectores,

por medio del polen y las semillas. Estos analisis isoenzimaticos han sido utilizados
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para determinar la estructura genética de varias especies de plantas, los que permitieron
realizar generalizaciones sobre los niveles de variacion genética existentes y de como
pueden ser influenciados por otros factores, e. g. historia de vida, amplitud de la

distribucién geogréfica, y sistema reproductivo (Hamrick et al. 1992).

Recientemente se ha incrementado el nimero de estudios que utilizan técnicas
de ADN, lo que permite realizar comparaciones entre distintas especies de plantas. Las
relaciones evolutivas entre las especies son detectadas por la similitud en las secuencias
de nucle6tidos entre especies cercanas. Por esto, el andlisis de las secuencias de ADN
puede ser una herramienta muy poderosa ya que posee informacion histérica y permite
determinar las afinidades filogenéticas entre los organismos (Templeton 1983). La
filogeografia es una rama de la biogeografia que estudia la distribucién geogréafica de la
variacion genética teniendo en cuenta las relaciones filogenéticas a nivel intra-
especifico (Avise 1987). Este tipo de estudios permiten, entre otros aspectos, detectar
los patrones de migracion/dispersion de las poblaciones de una especie desde un area
determinada. El uso de marcadores genéticos de ADN, principalmente del cloroplasto,
nos permite reconstruir las relaciones genealdgicas entre distintos linajes, ya que poseen
una baja tasa de mutacion y herencia uniparental, que en el caso de las especies
latifoliadas como Nothofagus son heredados maternalmente. Esto implica que no sufren
recombinacion y ademas no estan sujetos al flujo génico en especies con restringida
dispersion de semillas. Por ello, con altos niveles de filopatria (asociacion geogréafica),
los patrones de variacion de haplotipos, deberian reflejar los patrones de dispersion en el
pasado. Varios estudios han demostrado que la combinaciéon de distintos tipos de
marcadores moleculares permite diferenciar entre los patrones historicos y
contemporaneos de flujo génico. En esta tesis se realizara un estudio en poblaciones de

Nothofagus pumilio ubicadas a lo largo de su rango total de distribucidn en los bosques
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de Patagonia utilizando distintos tipos de marcadores moleculares para evaluar los
distintos procesos que han modelado el acervo genético de esta especie antigua. Dado
que las isoenzimas son marcadores que reflejan patrones relativamente actuales de flujo
génico entre poblaciones, en este estudio fueron utilizados para evaluar los patrones de
flujo génico contemporaneos, que ocurrieron posteriormente a las Gltimas glaciaciones,
mientras que las secuencias de ADN del cloroplasto son méas conservadas
temporalmente y por lo tanto serén utilizadas para evaluar los procesos histéricos que

ocurrieron en Patagonia previos al Pleistoceno.

1.4. Respuestas adaptativas en ambientes heterogéneos

La heterogeneidad ambiental se encuentra estrechamente relacionada con la
heterogeneidad genética (Linhart & Grant 1996). Diferentes ambientes generan
presiones de seleccion diferenciales, y estas, a su vez, conducen a una heterogeneidad
genética. Uno de los principales objetivos de la biologia evolutiva es el de comprender
las fuerzas evolutivas que modelan a los caracteres de importancia ecoldgica entre
poblaciones de una misma especie (Merild & Crnokrak 2001). La principal fuerza que
actla es la seleccion, la cual puede homogeneizar genotipos entre poblaciones o, por el
contrario, diferenciarlos debido a adaptaciones locales (Goudet & Buchi 2006). Sin
embargo hay otras fuerzas microevolutivas que afectan a los caracteres cuantitativos,
como mutaciones, migracién y deriva genética aleatoria. En ausencia de seleccidn, estas
tres Ultimas fuerzas son las Unicas que estarian actuando sobre caracteres que estan
asociados al menos parcialmente al componente genético (Lande 1992; Whitlock 1999;

Hendry 2002). Los experimentos de genética ecoldgica pueden estimar directamente la
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variacion genética sobre caracteres que afectan la aptitud y por lo tanto a la demografia
de poblaciones de plantas. Este tipo de experimentos incluyen: experimentos de jardin
comun, i. e. plantas o semillas que son trasladadas de su ambiente natural a un ambiente
comun con condiciones ambientales controladas; o de trasplantes reciprocos, i. e.
plantas o semillas en ambientes contrastantes son retiradas de su ambiente natural para
ser traslocadas reciprocamente a un ambiente distinto al de origen. La informacion
generada por este tipo de estudios es muy valiosa y no puede ser inferida a partir de
marcadores genéticos. Sin embargo, recientemente se han desarrollado métodos que
permiten comparar las estimaciones de la variabilidad genética realizadas mediante
marcadores moleculares con la variacion en caracteres adaptativos. Esta comparacion de
estructuracion poblacional es posible mediante la medicion del Qsr, el cuél particiona la
variacion genética cuantitativa de una manera similar al Fst para marcadores
moleculares a nivel de genes. Las diferencias adaptativas entre poblaciones se
desarrollan independientemente del flujo genico (Endler 1973, Galen et al. 1991, King
& Lawson 1995), y fuertes presiones de seleccion pueden remover rapidamente la carga
genética impuesta por inmigrantes, manteniendo las diferencias entre poblaciones
(Jordan 1991, Nagy 1997). Para caracteres neutros aditivos, Fst y Qst deberian ser
iguales (McKay & Latta 2002). Por lo tanto, la magnitud de las diferencias entre Qst y
Fst puede ser usada para inferir el grado de adaptacion local (Spitze 1993; Merild &
Crnokrak 2001). De tales comparaciones se pueden obtener tres resultados posibles: (i)
Qst > Fst, esto es comunmente interpretado como evidencia de seleccion
diversificadora y adaptacion local; (ii) Qst = Fsr, la deriva genética como Unica fuerza
evolutiva es suficiente para explicar los patrones de diferenciacion; y cuando (iii) Qst <
Fst, se asume que la seleccion estabilizadora favorece a un mismo fenotipo en distintos

ambientes (Volis et al. 2005, y referencias). Por esto, el Qst es particularmente
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importante ya que da una idea de la capacidad de las poblaciones de evolucionar en
respuesta a los cambios ambientales (Reed & Frankham 2001), que es uno de los

principales intereses de la genética evolutiva y de la conservacion.

La variacion morfologica puede ser reflejo de diferenciacion local en respuesta a
distintas condiciones ambientales, variacion ecotipica o variacion genotipica. En las
plantas es comin encontrar una plasticidad fenotipica (aspecto morfoldgico) la cual no
implica cambios en el genotipo. Frecuentemente, los caracteres fenotipicos a menudo
son ecoldgicamente adaptativos y pueden implicar cambios en el genotipo. Otra
aproximacion morfol6gica para medir la variacion genética es el analisis de caracteres
cuantitativos (caracteres mensurables: e. g. longitud, nimero de ramas y area foliar). Se
ha documentado una base genética en la diferenciacion morfoldgica o fenotipica para
varios tipos de especies de plantas que ha sido determinada a partir de experimentos de
jardin comdn mediante el anlisis de caracteres cuantitativos. Estos andlisis no solo
indican en qué medida un caracter fenotipico estd bajo control genético o ambiental,
sino también determinan otros parametros como la heredabilidad (h) y la variacion
genetica entre caracteres (Qsr), los cuales son importantes para estimar el potencial
evolutivo dentro de las poblaciones. Entonces, un analisis cuantitativo de la variacion
genotipica nos provee informacion sobre como respondera una poblaciéon a un cambio
bajo un régimen de seleccién que puede estar asociado a una modificacion en el
medioambiente (Schaal et al. 1991). En este trabajo se utilizara esta técnica para evaluar
el potencial adaptativo de distintos caracteres cuantitativos que difieren a lo largo del

gradiente altitudinal en N. pumilio.
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1.5.  Estructuray dindmica poblacional

La estructura genética de las poblaciones naturales esta determinada por los distintos
procesos que han ocurrido a lo largo de su historia evolutiva, y por los caracteres
ecoldgicos y de historia de vida particulares de cada especie (Hamrick et al. 1992). Para
entender los patrones y procesos de flujo génico es necesario tener un conocimiento
detallado de como las caracteristicas del paisaje estructuran a las poblaciones naturales
(Manel et al. 2003). Estudios realizados en las Gltimas décadas han ido acumulando
informacion sobre como se distribuye la variacion genética en distintas especies de
plantas, llegando a la conclusion de que la mayor parte de la variacion genética se
encuentra dentro de las poblaciones (Hamrick et al. 1992). Sin embargo, en muchas
especies de plantas se desconoce como se distribuye dicha variacion dentro de las
poblaciones. La estructura genética espacial en las poblaciones naturales, i. e. la
distribucion genotipos en el espacio, puede resultar de diferentes procesos, incluidas
presiones de seleccion diferenciales o incluso eventos histéricos (Vekemans & Hardy
2004). Sin embargo, a escalas espaciales reducidas, i. e. menores a los 100 metros, la
causa predominante de la agrupacion espacial de genotipos estaria dada por una
combinacién de varios procesos microevolutivos, que incluyen la dispersion de genes
limitada, ya sea via polen o semillas o presiones de seleccidn diferenciales (Levin &
Kerster 1974, Loveless & Hamrick 1984, Epperson 1993, Linhart & Grant 1996). Bajo
estos escenarios, los individuos mas cercanos geograficamente serian mas similares
genéticamente. En los ultimos afios se han realizado varios estudios que analizan la
distribucion espacial de los genotipos utilizando métodos de autocorrelacion espacial
(Epperson & Allard 1989, Knowles et al. 1992), muchos de ellos basados en analisis de
isoenzimas a escalas espaciales reducidas (Geburek 1993; Leonardi & Menozzi 1996).

Ademas, otros factores, como la dindmica de los disturbios que han afectado a un sitio,
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han tenido marcadas consecuencias sobre la estructuracion poblacional. En particular,
estudios realizados en especies de Nothofagus muestran una estructuracion genética
significativa a escalas espaciales a los 100 m que depende principalmente del modo de
regeneracion predominante y de la capacidad de respuesta frente a un disturbio (Premoli
& Kitzberger 2005, Premoli & Steinke 2008). En particular, la especie a ser estudiada
posee una limitada dispersion de semillas y diferentes modos de regeneracion a lo largo
del gradiente altitudinal y ademés muestra reducido polimorfismo isoenzimatico
(Premoli 2004). En esta tesis se realizara un analisis de autocorrelacion espacial de los
genotipos en N. pumilio, utilizando marcadores isoenzimaticos y de microsatélites, los
cuales presentan mayor diversidad, en distintos cerros con diferentes regimenes de

disturbio dentro del Parque Nacional Nahuel Huapi.

1.6. Especie en estudio

Nothofagus pumilio (Nothofagaceae, lenga) es una especie latifoliada, decidua, de
amplia distribucién en los Bosques Templados de Sudamérica Austral (Fig. 1.5). Su
distribucion latitudinal abarca desde aproximadamente los 35° de latitud S hasta Tierra
del Fuego (55° latitud S). Altitudinalmente se la encuentra desde el nivel del mar hasta
el limite altitudinal superior del bosque, que varia desde los 2.000 m s.n.m.
disminuyendo hacia el sur de la distribucién (Fig. 1.6). N. pumilio es el principal

componente de los bosques altoandinos de Patagonia.

Nothofagus pumilio, junto con N. antarctica, es una de las especies de

Nothofagus méas ampliamente distribuida en Patagonia, que habita a lo largo de casi
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3.000 km sobre la Cordillera de los Andes en Sudamérica austral. Asi como otras
especies de Nothofagus, ésta especie es monoica, anemofila, auto-incompatible (Riveros
et al. 1995), y posee altas tasas de fecundacion cruzada (Premoli 1997). Sin embargo, la
dispersion de semillas ocurre principalmente por gravedad y la mayoria poseen escasa
dispersion (Barrera et al. 2000, Cuevas 2000). A pesar de tener una amplia distribucién
latitudinal, N. pumilio esta restringida localmente a comunidades de altura. Hacia el sur
de la distribucion mayormente forma bosques puros o mixtos con N. antarctica o N.
betuloides; mientras que hacia el norte también aparece asociado a la conifera

Araucaria araucana.

A lo largo de toda su distribucion N. pumilio presenta numerosas variaciones
morfoldgicas a lo largo del gradiente altitudinal. Un arbol adulto puede alcanzar hasta
30 m de altura y va decreciendo paulatinamente hasta transformarse en un arbusto en el
limite altitudinal superior del bosque. El tamafio de las hojas también decrece con la
altura. Muchas de estas variaciones morfoldgicas podrian estar determinadas por la
combinacion de plasticidad fenotipica (potencial para desarrollarse bajo distintas
condiciones ambientales) y diferencias genéticas de la especie. Sin embargo las
marcadas variaciones en caracteres autoecoldgicos que existen en los extremos del
gradiente altitudinal han demostrado tener una base genética (Premoli 2004, Premoli &
Brewer 2007, Premoli et al. 2007). Se ha descrito un alto grado de asociacion
fenoldgica con la altitud, habiendo un desfasaje de 2 semanas entre la apertura de las
yemas (y por lo tanto en la floracién) en sitios de los limites altitudinal inferior y
superior (Rusch 1993). N pumilio alcanza la madurez reproductiva a partir de los 20-30
afios. La produccion de semillas ocurre en ciclos de alta y baja produccion, siendo estos
Gltimos 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
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(mastings). Hacia el limite altitudinal superior del bosque la produccién de semillas es
menor, y la regeneracién ocurre principalmente por una abundante produccion de
rebrotes (y escasa 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 &rboles (Heinemann et al. 2000) u otros disturbios a mayor escala (e. g.

avalanchas, incendios, volcanismo).

Se han descrito patrones de variacién en las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de N. pumilio a lo largo de su distribucion altitudinal y latitudinal (Premoli
2004). A escala regional, estudios realizados con isoenzimas evidencian una divergencia
genética en el gradiente latitudinal. Estos estudios sugieren la existencia de refugios
glaciarios ubicados al norte y al sur de la distribucion actual de la especie, donde las
poblaciones sobrevivieron durante las ultimas glaciaciones y a partir de alli habrian
recolonizado recientemente las areas intermedias de su distribucion (Premoli 1998).
Dado que las isoenzimas son marcadores que también reflejan patrones actuales de flujo
génico, es necesario analizar hipotesis historicas mediante marcadores conservados de
ADN no recombinante del cloroplasto. De esta manera se podran dilucidar patrones
geneticos debido a otros factores ocurridos en Patagonia previos a las oscilaciones

climaticas del Cuaternario.

A escala local, estudios realizados anteriormente evidencian la existencia de
variacion en condiciones naturales a escalas espaciales reducidas de cientos de metros a
lo largo del gradiente altitudinal en caracteristicas fisioldgicas (Premoli & Brewer
2007), seminales (Premoli 2004), fenoldgicas (Rusch 1993, Barrera et al. 2000),

morfoldgicas (Rusch 1993) y estructurales (Barrera et al. 2000, Cuevas 2000).
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Experimentos de invernadero demuestran que dicha variacion en caracteres
ecofisiologicos, de crecimiento de los individuos, morfologia foliar y fenolégicos posee
una base genética (Premoli & Brewer 2007, Premoli et al. 2007). Ademas, estudios
genéticos realizados en N. pumilio mediante el uso de marcadores nucleares muestran
diferencias isoenzimaticas a lo largo del gradiente altitudinal. Se encontré6 una
disminucion de la variacion genética con la altura en respuesta a un mayor éxito
reproductivo y flujo génico en poblaciones ubicadas a baja altitud (Premoli 2003). Sin
embargo, hasta la fecha no se ha evaluado el tipo de establecimiento en relacion con la
dinamica poblacional y con la estructura genética a escalas espaciales reducidas de

cientos de metros.

1.7.  Objetivos e hipotesis generales

El objetivo general del trabajo es evaluar la estructura y diversidad genética a
distintas escalas espaciales en Nothofagus pumilio a lo largo del gradiente altitudinal y

latitudinal respectivamente.

La hipdtesis general del trabajo es que la limitada dispersion de semillas, la
seleccidon por micrositios y el efecto de factores historicos restringen el flujo génico
dentro y entre poblaciones de N. pumilio, lo que resultard en una estructuracion genética

a distintas escalas espaciales.
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1.8.  Objetivos especificos e hipdtesis particulares

Objetivo 1: Analizar los efectos de la deriva y el aislamiento genético a lo largo
del rango total de N. pumilio, una especie con restringida dispersién de semillas, a
distintas escalas temporales (sefial molecular histérica y contemporanea) mediante
analisis filogeografico de polimorfismos de ADN del cloroplasto y estudios

poblacionales en base a marcadores nucleares isoenzimaticos.

Hipotesis 1: Los eventos histéricos afectaron el acervo genético de especies de

amplia distribucion geografica nativas de Patagonia.

Prediccion 1.1: La distribucion geografica de los polimorfismos
genéticos de marcadores conservados de ADN del cloroplasto en N.
pumilio reflejardn los eventos de vicarianza y dispersion a distancia

ocurridos en Patagonia durante el Terciario tardio.

Prediccion 1.2: Los patrones de la variacion isoenzimatica regional en la
especie tolerante al frio N. pumilio reflejaran la persistencia local en
refugios mdaltiples durante los eventos climaticos del Cuaternario

ocurridos en Patagonia.

Objetivo 2: Analizar los efectos de la dindmica de rodales de N. pumilio a
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alturas contrastantes en el norte de la Patagonia sobre la distribucion de genotipos a
escalas espaciales reducidas (1 ha) (escala local) utilizando marcadores nucleares
isoenzimaticos e hipervariables de microsatélites en base a muestreos espacialmente

explicitos en tres cerros dentro del Parque Nacional Nahuel Huapi.

Hipotesis 2: El modo de regeneracion y caracteristicas de historia de vida

afectan la disposicion espacial de genotipos de N. pumilio.

Prediccion 2.1: En bosques de baja altitud de N. pumilio, se obtendran
patrones continuos de establecimiento en claros a partir de semillas
provenientes de madres genéticamente diversas generando una

distribucién agregada de genotipos a escalas espaciales reducidas.

Prediccion 2.2: Bosques coetaneos posfuego regeneran a partir de
numero reducido de individuos remanentes sobrevivientes del disturbio y
por lo tanto serdn homogéneos genéticamente y dispuestos

aleatoriamente en el espacio.

Prediccion 2.3: En bosques de altura y debido a una mayor incidencia de
propagacion  vegetativa particularmente de ciertos  genotipos
seleccionados bajo condiciones ambientales extremas, se espera

encontrar una estructuracion genética aleatoria.

Objetivo 3: Analizar el efecto de la seleccion natural sobre caracteres



Capitulo | — Introduccién General

29

cuantitativos en poblaciones experimentales con un disefio de trasplantes reciprocos de
plantas con distintos origenes para analizar respuestas adaptativas a condiciones de

altura contrastantes.

Hipotesis 3: Ambientes de altura extremos generan presiones de seleccion

diferenciales sobre N. pumilio.

Prediccion 3.1: En experimentos de trasplantes reciprocos se espera
detectar mayores ventajas adaptativas (e. g. mayor crecimiento y
supervivencia) para individuos cultivados en su sitio de origen respecto

de individuos cultivados bajo una condicion ambiental diferente.

Prediccion 3.2: Se espera encontrar que las plantas de menor altura
posean una mayor plasticidad en caracteres de crecimiento y que las de
arriba se encuentren fijadas por seleccion diferencial de genotipos

adaptados a las condiciones de vida en altura.

La informacién generada en esta tesis permitird entender los factores que han
modelado la distribucion de la variacion genética y su organizacion a distintas escalas
espaciales (paisaje, regional y local) y temporales (flujo génico historico y
contemporaneo). A su vez, dicha informacion sera de utilidad para generar estrategias

de conservacidn y manejo en una especie de interes forestal como N. pumilio.
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1.9. Tablasy Figuras
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Tabla I.1. Cuadro geolégico del tiempo en el cual se indican los eventos geoldgicos

ocurridos en Patagonia de los cuales se hace mencion en el texto.

Cretacico

Jurésico ‘

15}
© g '§ Q =
o| 5| = o K Eventos
L =] <3} (%2} <
%) o 3
Holoceno 0,0115 Periodo interglacial, aumento del nivel del mar
o
E Tardiglacial
% Pleistoceno Ultimo méximo glacial
% 3 1,806 Mayores glaciaciones Patagonicas
:=3 2,588 Retraccion de las zonas climaticas y floras a los Andes
Z Plioceno - . )
5,322 Glaciaciones mas antiguas de Patagonia
= Formacion de las cuencas Valdivia y Osorno (37-42° S)
(&)
S Mioceno Transgresiones marinas en Patagonia
o
§ 23,03 Maxima diversidad y distribucidn espacial de Nothofagus
= Glaciaciones de la Antértida
@©
g Oligoceno Desarrollo de la Corriente Circumpolar Antéartica
= 33,940,1 Separacion de Sudamérica y Antartida
Gran cambio climatico global
Eoceno Australia se separa de Antartida
55,8+0,2 Comienza la diversificacion del género Nothofagus
65,5+0,3 Grandes extinciones del limite Cretécico/Terciario
. Separacion de Nueva Zelanda del resto de Gondwana
Superior . )
99,6+0,9 Origen del género Nothofagus

145,5+4,0

Africa se separa del resto de Gondwana (Océano Atlantico)

Aparicion de las Angiospermas

161,2+4,0

Superior

Comienzo de la ruptura de Gondwana

175,6+2,0

Inicio de la separacion de Pangea en Laurasia y Gondwana

199,6+0,6

Comienzo de la apertura de la Cuenca del Chubut (43° S)
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Figura 1.1. Mapa del sur de Sudamérica donde se muestra la distribucion del Bosque

Templado Austral.
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Figura 1.2. Reconstruccion paleogeografica de la ruptura de Pangea (a) en Laurasia 'y
Gondwana (b) y de la separacion de Gondwana (c), extraido de Mpodozis y Ramos
(2008).
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Figura 1.3. Reconstruccion paleogeografica de la posicion relativa de la Peninsula

Antartica con respecto a Sudameérica, extraido de Hervé et al. (2006).
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Figura 1.4. Mapa del sur de Sudamérica indicando la ubicacion geografica de rocas de
origen pre-Mesozoico y de las principales cuencas sedimentarias depositadas en

distintos periodos geoldgicos, reconstruido de diversas fuentes citadas en el texto.
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Figura 1.5. Mapa de la distribucion de Nothofagus pumilio en el sur de Sudamérica.
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Figura 1.6. Gréafico de los 85 sitios muestreados de Nothofagus pumilio a lo largo del
gradiente altitudinal, donde se muestra que el limite altitudinal inferior del bosque

decrece hacia latitudes mayores.
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2.1. Resumen

Los eventos geologicos ocurridos en el pasado han afectado la geografia de los
continentes australes asi como también la distribucion de las poblaciones y los patrones
de diversidad genética de distintas especies de plantas. En especial, la regién Patagonica
ha sufrido el impacto de eventos antiguos tales como tectdnica de placas, cambios en el
nivel del mar, y de eventos mas recientes como los cambios climéaticos ocurridos
durante el Cuaternario. Estos eventos histéricos se veran reflejados en la estructura
filogeogréfica de las poblaciones de linajes antiguos de plantas que habitan las latitudes
australes. Nothofagus pumilio es la especie arbdrea dominante en ambientes montafiosos
de los bosques templados de Sudamérica. En este trabajo se utilizaron marcadores
moleculares del ADN del cloroplasto para evaluar los efectos que tuvieron los eventos
paleogeologicos sobre el acervo genético de N. pumilio. Los andlisis filogeograficos
realizados en 1-5 individuos de 85 poblaciones de N. pumilio dieron como resultado dos
grupos monofiléticos separados latitudinalmente al norte y al sur de los 42° S que
contienen 11 y 3 haplotipos, respectivamente. Esto estaria indicando un evento de
vicarianza debido a la presencia de una paleo-cuenca de gran extension en latitudes
intermedias de Patagonia. Ademas, los patrones de distribucion de los haplotipos unicos
de ADN del cloroplasto sugieren una expansion regional de la especie utilizando las
montafias antiguas como corredores. La mayor diversidad genética encontrada en las
poblaciones del norte seria el resultado de mayores fragmentaciones y recolonizaciones
debido una paleogeografia compleja. Las poblaciones del sur presentaron una gran
homogeneidad genética, lo que indica una supervivencia en grandes poblaciones a lo
largo del tiempo. En este trabajo se encontré que los patrones de variacion genética
mediante ADN del cloroplasto se encuentran estructurados geograficamente y son

consistentes  con la  paleogeografia ~ del  Terciario de  Patagonia.
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2.2.  Introduccién

Las caracteristicas del paisaje y los procesos historicos relacionados con sus
modificaciones han sido el foco de estudio de numerosos analisis biogeogréficos y
filogeograficos. En particular, en ambientes montafiosos los eventos que ocurrieron en
el Nedgeno, como las ultimas glaciaciones, han sido considerados los principales
modeladores de los patrones biogeograficos para muchas especies de plantas lefiosas
que habitan zonas templadas (Markgraf et al. 1995; Villagran et al. 1996, Hewitt 2004).
Para linajes que se originaron hace millones de afios en latitudes australes, se podrian
plantear nuevos escenarios donde los patrones de diversidad genética serian el reflejo de
procesos aun mas antiguos. Sin embargo, aun queda sin responder la pregunta acerca de
las condiciones y en qué lugares estos linajes fueron capaces de persistir a lo largo del
tiempo. Los patrones de distribucion de los linajes de arboles australes, incluido el
género Nothofagus, son el reflejo de la separacion y dispersion desde el Paledgeno,
cuando los continentes australes formaban parte del supercontinente de Gondwana. Sin
embargo, mientras que Australasia se desplazd hacia el norte y entré en la zona
climatica templado-calida promoviendo una réapida radiacion de las especies,
Sudamérica solamente se traslado 10° de latitud hacia el Ecuador, lo que resulto en una
baja diversificacion y extincién (Markgraf et al. 1995). Esto se ve reflejado en la gran
estabilidad morfoldgica que presenta el registro fésil de distintos géneros de plantas
lefiosas, incluido Nothofagus (Markgraf et al. 1995) y coniferas (Del Fueyo 1996;
Villagran et al. 1996) de Patagonia. Desde el Nedgeno en adelante, la influencia de las
tormentas del oeste sobre las latitudes australes determind una menor amplitud de los

ciclos glaciarios-interglaciarios. Esto llevo a que las especies que habitan los bosques
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templados australes hayan tenido que sobrevivir en areas restringidas por periodos
prolongados (Markgraf et al. 1995). Ademas, el escenario geologico de los continentes
australes y la heterogeneidad fisica del paisaje, incluyendo &reas libre de hielo costeras
como la Cordillera de la Costa en el oeste del sur de Chile, proporcionaron una gran
diversidad de habitats para la persistencia de arboles. Como resultado, las especies de
Nothofagus tolerantes al frio de Sudamérica austral proveen una oportunidad Unica para
testear hipdtesis sobre la divergencia temprana y adaptacion de las plantas, que han
sufrido pocos cambios evolutivos, bajo los distintos escenarios geograficos, geoldgicos

y climéticos, desde su origen en el oeste de Gondwana.

El registro fosil ha dado cuenta de la presencia del género Nothofagus en el sur
de Sudamérica desde el Cretacico superior (70 Ma) (Hill 1992, Troncoso & Romero
1998). En esa misma época ya existian los linajes pertenecientes a los cuatro subgéneros
actuales ampliamente distribuidos en Antartida y Sudamérica (Hill & Dettmann 1996).
Los subgéneros actuales: Brassospora, Fuscospora, Lophozonia, y Nothofagus, han
sido determinados en base al tipo de polen que poseen (Hill & Read 1991), los cuéles
son monofiléticos y se relacionan de la siguiente manera: (Lophozonia (Fuscospora
(Nothofagus, Brassospora))) (Manos 1997). En particular, el registro microfosil del
subgénero Nothofagus que pertenece al tipo de polen fusca (b), muestra la presencia del
subgénero en distintas partes del sur de Gondwana en distintas épocas. La primera
aparicion ocurrié en Antartida y luego en Sudamérica durante el periodo Cretécico
superior (83-65 Ma). Posteriormente se han encontrado registros en el Paleoceno (65-53
Ma) de Australia, Tasmania y Nueva Zelanda. Durante el Eoceno y Oligoceno este tipo
de polen se volvié dominante en los registros de polen fésil de Sudamérica (Romero
1977). Por otro lado, los macrofésiles de hojas y cUpulas pertenecientes al subgénero

Nothofagus encontrados en depositos del Oligoceno (33-23 Ma) de Tasmania, indican la
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presencia y posterior extincion del subgénero en Australasia. Actualmente las especies
del subgénero Nothofagus se encuentran restringidas al sur de Sudamérica. A pesar que
el registro fosil en Sudamérica muestra una presencia latitudinal continua del género
Nothofagus, las distintas especies que componen al subgénero Nothofagus comparten el
mismo polen de tipo fusca (b) (Hill 2001). Por lo tanto, los registros polinicos agrupan
distintas especies como ocurre con el tipo Nothofagus-dombeyi representado por polen
de N. dombeyi, N. antarctica y N. pumilio (Heusser 1971). Esto dificulta realizar
reconstrucciones biogeogréaficas basadas en polen para una determinada especie.

En el Cenozoico temprano (hace 60-70 Ma) la paleogeografia del margen oeste
de Gondwana, que incluye la Patagonia y la peninsula Antartica, era muy diferente a la
configuracién espacial actual de océanos y tierra. El paisaje en el sur de Sudamérica y la
Peninsula Antartica se encontraba caracterizado por la presencia de numerosas paleo-
cuencas de origen marino (Romero 1986, leRoux & Elgueta 2000, Lisker et al. 2006,
Suarez & Marquez 2007) que fragmentaban el paisaje. Antes del levantamiento de los
Andes, los terrenos emergentes consistian, en el norte, de pequefias unidades geologicas
de origen pre-Cenozoico (Giacosa & Heredia 2004; Rosello et al. 2004; Duhart &
Adriasola 2008; Glodny et al. 2008; Cembrano & Lara 2009) y, en el sur, de grandes
macizos de tierra (Drewry 1976; Pankhurst et al. 1999, 2006; Rosello et al. 2004).
Posteriormente, durante el Mioceno, tuvo lugar el levantamiento de la Cordillera
principal de los Andes y al mismo tiempo se drenaron las paleo-cuencas. Gradualmente
el clima se fue volviendo cada vez més frio y hace aproximadamente 7 y 5 Ma atras
ocurrieron las mayores glaciaciones registradas en Patagonia (Rabassa et al. 2005). En
los afios posteriores se desarrolld6 una marcada ciclicidad climatica cada
aproximadamente 100.000 afios con una alternancia de periodos glaciarios frios con

cortos periodos interglaciarios de climas mas calidos (Hewitt 1999). Sin embargo, la
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tierra no estaba completamente cubierta por hielo. Como muestra el registro de polen
fosil existieron numerosas areas libres de hielo en regiones templadas a lo largo de los
Andes australes como en latitudes australes en Tierra del Fuego (Markgraf 1993,

Heusser 1993).

La flora que habita en regiones templadas del hemisferio sur ha sido el foco de
varios estudios biogeograficos y para resolver hipdtesis sobre como ocurrid la
separacion de Gondwana debido al gran nimero de especies disyuntas que viven
actualmente en Australasia y Sudamérica. Se han realizado varios estudios en los que se
utilizan secuencias de ADN para tratar de resolver la historia biogeogréfica de estas
especies. En estos trabajos se discuten hipotesis opuestas de dispersién transoceanica de
un continente a otro después de la separacion de Gondwana, y de vicarianza en donde la
separacion habria ocurrido juntamente con la fragmentacion del supercontinente de
Gondwana donde los océanos habrian actuado como barreras contra la dispersion de las
plantas. En particular, el género Nothofagus ha sido considerado clave para el estudio de
la evoluciodn y biogeografia de plantas del Hemisferio Sur (van Steenis 1971; Dettmann
et al. 1990; Hill 1992). Esto se debe a que generalmente son arboles prominentes que
dominan la vegetacion en varios continentes australes, posee un registro fosil amplio y
casi completo. Ademas, los frutos no estan adaptados a la dispersion a distancia (Hill
1992; Hill & Dettmann 1996; Hill 2001) a pesar de recientes discusiones sobre la
posibilidad de dispersion de Nothofagus a través del océano (Knapp et al. 2005). Por
todas estas caracteristicas, historicamente se ha intentado explicar la distribucion
transoceanica del género Nothofagus considerando hipdtesis de vicarianza concordantes
con la separacion del supercontiente de Gondwana. Se han realizado varios estudios que
tratan de reconstruir la historia de este género, algunos de los cuales han hecho aportes

muy valorables, mientras que otros han introducido incertidumbres (Hill & Dettmann,
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1996). Los datos obtenidos por estudios de datacion molecular utilizando ADN del
cloroplasto evidencian una divergencia reciente entre las especies de Nothofagus,
especialmente dentro del subgénero Lophozonia y Fuscospora, que soportan la hipotesis
de dispersion transoceanica a través del mar de Tasmania (Cook & Crisp 2005, Knapp
et al. 2005). Por el contrario, el tiempo de divergencia estimado entre los taxones de
Sudamérica y Australasia son consistentes con la separacion de Australia y Sudamérica
de Antértida. Por otro lado, un estudio filogenético de las especies del subgénero
Nothofagus mostré que mientras que el ADN nuclear resuelve las relaciones
filogenéticas entre las especies del subgénero, el ADN del cloroplasto arrojé una
filogenia estructurada geograficamente independiente de las especies que seria el
resultado de una larga historia de hibridacion y captura del cloroplasto por parte de estas
especies (Acosta & Premoli 2010). Por lo tanto, los analisis filogenéticos basados en
polimorfismos intraespecificos de ADN del cloroplasto podrian contribuir a elucidar

hipdtesis biogeograficas en taxones antiguos como Nothofagus.

Hasta la fecha, los patrones de distribucion de los polimorfismos genéticos
encontrados con ADN del cloroplasto en especies de Nothofagus de Sudamérica han
sido explicados como resultado de las oscilaciones climaticas del Cuaternario. En
particular, areas genéticamente diversas por medio de PCR-RFLP en Nothofagus han
sido interpretados como refugios glaciarios en el sur de Sudamérica (Marchelli et al.
1998; Marchelli & Gallo 2006; Azpilicueta et al. 2009; Pastorino et al. 2009). Sin
embargo, estudios recientes en especies vegetales sugieren escenarios mas antiguos que
las Ultimas glaciaciones para explicar los patrones de distribucién de polimorfismos de
ADN del cloroplasto en plantas del Hemisferio Sur. Un estudio filogeogréafico basado
en secuencias de ADN del cloroplasto de 922 individuos ampliamente distribuidos del

género Hordeum junto con el modelado del nicho ecolégico bajo el Ultimo Méximo
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Glaciar muestra que las condiciones climéticas en el sur de Sudamérica durante el
Pleistoceno habrian permitido la supervivencia de la especie en Patagonia austral sin
sufrir restricciones geograficas. Esto sugiere que Patagonia podria consistir de una flora
antigua que ha estado presente en el sur de Sudamérica al menos desde los ultimos 4,5
Ma (Jakob et al. 2009). Sin embargo, la evidencia de regiones boscosas sobre todo a
latitudes altas es fragmentada. Los miembros siempreverdes del subgénero Nothofagus
fueron interpretados como un caso de diversificacion reciente (Romero 1986). Por otro
lado, datos genéticos de un estudio realizado en las tres especies siempreverdes de
Nothofagus sugiere que serian miembros de una flora pre-Pleistocénica y que la
estructura genética de estos taxones estaria reflejando una historia evolutiva méas antigua
que la que se ha sugerido hasta ahora (Premoli 1997). Similarmente, trabajos realizados
en N. pumilio sugieren que sus caracteristicas genéticas reflejan eventos antiguos de

dispersion y vicarianza en relacion con su origen en latitudes australes (Premoli 1998).

2.3.  Objetivos particulares

El objetivo de este capitulo es evaluar como los eventos historicos antiguos ocurridos
principalmente durante el Terciario en Patagonia han modelado los niveles y la
distribucion de los polimorfismos genéticos de N. pumilio a lo largo del gradiente
latitudinal mediante el uso de marcadores conservados de regiones no codificantes de
ADN del cloroplasto (ADNCc). EI ADNc posee una forma de herencia citoplasmatica
materna y por lo tanto no recombinante. Esto implica que las mutaciones que surjan en
distintos individuos no recombinaran durante la reproduccion sexual. Por lo tanto, las

filogenias intraespecificas inferidas en base a ADNCc representan secuencias historicas
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de eventos mutacionales. Este tipo de marcador permitird reconstruir las relaciones
genealdgicas entre los haplotipos y reflejara los patrones de dispersion y vicarianza que

ocurrieron durante migraciones y asilamientos historicos.

2.4.  Hipdtesis general e hipotesis particulares

Las hipotesis generales y particulares planteadas en este capitulo fueron las siguientes:

Hipdtesis general:

H1) El acervo genético de Nothofagus pumilio refleja los procesos

paleogeoldgicos que ocurrieron a escala de paisaje en Sudamérica austral.

P1) Se espera encontrar que las filogenias intraespecificas en base a

polimorfismos de ADNCc resulten estructuradas espacialmente.

Hipotesis particulares:

H1.1) Las paleocuencas presentes en el sur de Sudameérica actuaron como
barreras impidiendo el flujo génico entre poblaciones de N. pumilio y
produciendo eventos de vicarianza a lo largo de su distribucion

latitudinal.

P1.1.1) Se espera encontrar linajes divergentes donde existieron

barreras al flujo génico.
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P1.1.2) Las poblaciones que permanecieron aisladas durante la
existencia de la barrera no habrian sufrido intercambio genético

produciéndose una divergencia genética entre ellas.

P1.1.3) Posteriormente a la extincion de la barrera las poblaciones
aisladas podrian haber entrado en contacto produciendo zonas de

sutura entre linajes genéticos divergentes.

H1.2) Los terrenos emergentes de origen pre-Cenozoico sirvieron como
corredores durante la dispersién regional y supervivencia a largo plazo de

N. pumilio.

P1.2) Se espera encontrar que los haplotipos de baja frecuencia
estén asociados a formaciones rocosas de origen antiguo
reflejando los efectos de la deriva por efecto del aislamiento y

migracion a distancia.

H1.3) La dispersion de N. pumilio dentro de Sudamérica ocurrié por
medio de avances de pequefias poblaciones siguiendo un modelo de

piedra en paso y produciéndose cuellos de botella genéticos.

P1.3) Se espera encontrar que la distribucion espacial de los
polimorfismos genéticos del ADN del cloroplasto refleje las

posibles rutas de dispersion de N. pumilio en Sudamérica.
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2.5. Materiales y Métodos

Coleccidn de muestras y procesamiento: se colectaron muestras de follaje fresco de 5
individuos por sitio en un total de 85 sitios a lo largo del rango total de distribucion de
N. pumilio en Argentina y Chile (Tabla I1.1). Las hojas frescas fueron congeladas con
nitrogeno liquido en el laboratorio y luego fueron almacenadas en freezer a -70° C hasta
su posterior extraccion y analisis. La extraccion de ADN se realizd utilizando el kit
DNeasy Plant-Mini-Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante, y el
método de CTAB (Doyle & Doyle 1990) modificado para plantas con alta
concentracion de polisacaridos (ver Apéndice 1). Las concentraciones de ADN vy el
tamafio de los fragmentos fueron estimados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
comparados con marcadores de peso molecular de 1 kb (Fermentas). Se amplificaron
regiones no codificantes de ADNc mediante la reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) utilizando 15 pares de iniciadores universales descriptos en Taberlet et al.
(1991), Demesure et al. (1995), Dumolin-Lapegue et al. (1997), y Hamilton (1999). Las
regiones de los espaciadores intergénicos entre psbB-psbH (BH), trnL-trnF (LF) y
trnH-psbA (HA) fueron las mas variables y por lo tanto fueron seleccionadas para los

posteriores analisis (Tabla 11.2).

Amplificacion por PCR, purificacion y secuenciacion del ADN: previo a la
reaccion de PCR se realizé una reaccion para facilitar la liberacion del ADN con 2 pL
(10 ng) de extracto de DNA y 6 puL de GeneReleaser® (BioVentures); luego se coloco
en el termociclador bajo las condiciones: 15° a 85 © C y luego se mantuvo a 32° C. La
mezcla de reaccion de la PCR contenia 2 pL (~10 ng) de extracto de ADN, 5 uL de

buffer de reaccion 5x Green GoTaq® (Promega), 0,25 mM de cada ANTP, 0,3 uM de
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cada iniciador, y 1,25 U de GoTag® ADN polimerasa (Promega), en un volumen total
de 25 pL. Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial por 4 min a 95° C; luego 35 ciclos (desnaturalizacion por 1 min
a 94° C; anclaje por 1 min a 57° C para BH, 54° C para LF y 56° C para HA; extensién
por 1,5 min a 72° C), y una extension final por 6 min a 72° C. Los productos de PCR
fueron purificados mediante una reaccion usando 2,5 U de Exonucleasa | (USB) y 0,25
U de Fosfatasa Alcalina (USB) cada 10 puL de producto de PCR, luego fue colocado en
un termociclador (Eppendorf) bajo las condiciones: 15 mina 37° C, y 15 min a 85° C. El
ADN purificado obtenido fue secuenciado mediante el secuenciador ABI PRISM 3100
Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) utilizando el kit de secuenciacion ABI
PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems) en el
Laboratorio Ecotono (Bariloche, U. N. del Comahue). Las reacciones de secuenciacion
fueron realizadas siguiendo las instrucciones del fabricante (BigDye® Terminator v1.1
Cycle sequencing Kit, Protocol, Applied Biosystems). Las tres regiones analizadas
fueron secuenciadas en ambas direcciones para al menos un individuo de cada
poblacion. Se secuenciaron dos individuos por poblacion de cada sitio ubicado al sur de
los 47° de latitud S. Un solo individuo fue secuenciado de cada sitio de Tierra del Fuego
ya que estudios previos indicaron la ausencia de polimorfismos de ADNCc en
poblaciones de la Isla (A. Premoli, Comunicacion Personal) y por lo tanto se priorizo el
aumento del numero de poblaciones analizadas. Ademas, se secuenci6 un individuo por
especie de las especies Nothofagus glauca, N. nervosa, y N. obliqua pertenecientes al
subgénero Lophozonia, para ser utilizadas como grupo externo. Las secuencias de cada
haplotipo encontrado fueron depositadas en GeneBank (numeros de acceso: BH:
GU152886-GU152893 y GQB863397-GQ863405; LF: GU152870-GU152877 vy

GQB863379-GQ863387; HA: GU125878-GU152885 y GQ863388-GQ863396).
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Anélisis de las secuencias de ADN: las secuencias obtenidas (Fig. I1.1) para las
tres regiones amplificadas por PCR fueron alineadas con el programa MEGA4 (Tamura
et al. 2007) y fueron concatenadas manualmente en una Unica base de datos combinada
para los analisis posteriores. Los distintos haplotipos de ADNc fueron determinados en
base a las sustituciones nucleotidicas y a las inserciones-deleciones (indels). Se
calcularon distintos parametros de diversidad (ver Apéndice 2) incluyendo el tamafio de
alineamiento, nimero de haplotipos (H), contenido de C/G (%CG), nimero de sitios
variables, nimero de transiciones (Ts), nimero de transversiones (Tv), nimero de
inserciones/deleciones o indels (I), y la diversidad haplotidica (h) y nucleotidica () con
el programa ARLEQUIN v2.0 (Schneider et al. 2000). Se realizaron analisis demograficos
(ver Apéndice 2) para evaluar si el tamafio poblacional aumento, se redujo o se mantuvo
constante a lo largo del tiempo mediante el calculo del parametro D de Tajima (Tajima
1989), el F de Fu & Li (Fu & Li 1993) y los graficos de distribucion no correspondida
de las diferencias entre pares de haplotipos (mismatch distribution, MMD) de las
diferencias observadas y esperadas, utilizando el programa DNAsp v4.10.9 (Rozas et al.

2003).

Analisis filogenéticos: las relaciones filogenéticas entre los haplotipos fueron
inferidas mediante los métodos de maxima parsimonia (MP) y maxima verosimilitud
(MV) utilizando el programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2002) y mediante analisis de
inferencia Bayesiana (IB) con el programa MRBAYES v.3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck
2003). Los indels de méas de un par de bases (pb) fueron tratados como un Unico caracter
resultado de un unico evento mutacional. Ademas, los indels fueron codificados como
presencia/ausencia para el andlisis de MP. Los analisis de MP y MV fueron realizados
mediante una busqueda heuristica con 100 réplicas aleatorias, basado en intercambio de

ramas con diseccion-reconexion de arboles (TBR). Los estados de los caracteres fueron
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considerados desordenados y se les asignaron pesos iguales. El analisis de 1B fue
realizado mediante cuatro réplicas con cuatro cadenas (tres frias y una caliente) que
fueron corridas por un millén de generaciones, muestreando cada 100 generaciones y
con un periodo de quemado equivalente al 10% de los arboles muestreados. El soporte
de los nodos fue determinado para MP y MV mediante un analisis de permutaciones
(Felsenstein 1985) de 1000 réplicas realizado con el programa PAUP*. Ademas, para IB
se calcularon las probabilidades posteriores bayesianas de cada nodo con MRBAYES.
Para realizar los andlisis filogenéticos de MV e IB es necesario usar rigurosas pruebas
estadisticas para seleccionar el modelo de sustitucion nucleotidica y el valor de sus
pardmetros que mejor se ajusten a la matriz de datos a analizar. Los modelos méas
apropiados de sustitucion nucleotidica fueron identificados mediante el uso del
programa MODELTEST v3.7 (Posada & Crandall 1998) y MRMODELTEST v2.3 (Nylander
2004) bajo el criterio de informacion de Akaike (AIC) y luego fueron implementados en
los analisis de MV e IB, respectivamente. El programa MODELTEST examina el ajuste de
los modelos de MV desde el méas simple al mas complejo. Este método incrementa el
numero de parametros en el modelo de MV gradualmente hasta que la incorporacion de
un nuevo parametro no produce un mejor ajuste entre el modelo y los datos. En cambio,
el programa MRMODELTEST comienza desde el modelo mas complejo hasta el mas
simple. EI modelo de mejor ajuste para MV fue K81uf+l, y GTR+I para IB. Las
secuencias de Nothofagus obliqua, N. nervosa, y N. glauca pertenecientes al subgénero
Lophozonia fueron utilizadas como grupo externo. Para visualizar las relaciones entre
los haplotipos, se realizéd una red de Median-Joining (Bandelt et al. 1999) con el

programa NETWORK v4.201 (http://www.fluxus-engineering.com).

Analisis de Paisaje: los patrones de divergencia genética entre las areas

muestreadas a lo largo del rango de distribucion de N. pumilio fueros investigados


http://www.fluxus-engineering.com/
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mediante analisis de varianza molecular (AMOVA) de los haplotipos de ADNCc
utilizando la distancia genética entre sitios utilizando el programa GenAIEx version 6.2
(Peakall & Somouse 2006). Ademés, para analizar la estructuracion genética a
diferentes escalas geogréficas se realizd un analisis de AMOVA jerarquico: entre
regiones, que fueron delimitadas segin los dos clados principales arrojados por el
andlisis filogenético (norte, entre 36-42° S y sur, entre 42-55° S), entre poblaciones
dentro de cada region y dentro de las poblaciones. La significancia de los valores
globales y jerérquicos asi como de los pares de @sr fue calculada mediante
permutaciones con 999 réplicas. Ademas, para identificar grupos de sitios de maxima
diferenciacion genética ubicados en areas de muestreo contiguas se realizd un analisis
espacial de varianza molecular (SAMOVA) utilizando el programa SAMOVA v. 1.0

(http://web.unife.it/progetti/genetica/lsabelle/samova.html, Dupanloup et al. 2002). Este

analisis es utilizado para detectar posibles barreras biogeograficas que impiden el flujo
génico entre las poblaciones muestreadas. Maximiza el valor de Fcr (variabilidad entre
grupos) agrupando las poblaciones mas similares geneticamente que estén
geograficamente adyacentes. El analisis se bas6 en 100 simulaciones de pasos de
anidamiento e indicadores de maxima diferenciacion del ADNcp (valores de Fcr)
fijando el numero de grupos desde K = 2 hasta K = 14 (siendo 14 el nimero total de
haplotipos muestreados). Por altimo, se utiliz6 el programa Alleles in Space (Miller
2005) para realizar graficos de superficie tridimensionales (Graficos de Paisaje
Genético) que representan la distribucion de areas con elevada distancia genética (eje de
coordenadas Z) a lo largo del total del paisaje analizado en este estudio (ejes de
coordenadas X e Y). El andlisis se repitio utilizando distintos tamafios de grilla (20 x 20,
50 x 50, 100 x 100) y distintos valores de peso (a = 0,5 hasta a = 2) para evitar

interpretaciones erroneas de los datos.


http://web.unife.it/progetti/genetica/Isabelle/samova.html
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Analisis filogeogréfico de clados anidados: para evaluar las relaciones entre los
haplotipos y su distribucion geografica, se realizo un anlisis filogeografico de clados
anidados (NCPA, Templeton et al. 1995) mediante el programa GeoDis v2.2 (Posada et
al. 2000). Ademas se construy6 una red de parsimonia estadistica utilizando el
algoritmo descripto por Templeton et al. (1992) con el programa TCS v.1.18 (Clement
et al. 2000). Se utiliz6 el programa ANeCa v1.1 (Panchal 2007) para automatizar el

algoritmo de anidamiento y la clave de inferencia de Templeton et al. (1995).

2.6. Resultados

Distribucion geogréfica de la variacion genética: el analisis de 194 secuencias de 1-5
individuos/sitio pertenecientes a 85 sitios muestreados para N. pumilio di6 como
resultado 14 haplotipos diferentes (Tabla I11.1; Fig. 11.2). EIl tamafio del alineamiento de
las secuencias de ADNc vari6 entre 776-791 pb (BH), 416-437 pb (LF), y 419-445 pb
(HA). Todas las secuencias fueron concatenadas resultando en una matriz alineada de
1673 caracteres con un promedio de 33,4% de contenido de C/G. Se identificaron 25
sitios variables, de los cuales 14 fueron indels y los otros 11 correspondian a
transiciones, no se encontraron transversiones (Tabla 11.3). Para cada una de las
regiones analizadas se encontraron indels de mas de 10 pares de bases: una duplicacién
de 15 pb en BH, una delecion de 17 pb en LF, y una duplicacion de 19 pb en HA, el
resto de los indels correspondieron a regiones de repeticiones poli-A/T. La distribucion
de los cuatro haplotipos mas frecuentes (H2, H8, H12 y H14) se encontrd en regiones
contiguas de Argentina y Chile y latitudinalmente disyuntas (Fig 11.2). El haplotipo H2
fue encontrado entre los 37 a los 40° S, el H8 entre 40-42° S, H12 se encontro

restringido entre los 42-46° S, y finalmente el H14 se encontraba ampliamente
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distribuido entre 47-55° S en los Andes Patagonicos Australes. S6lo se detect6 variacion
intra-poblacional en cuatro sitios del norte. Los haplotipos H1 y H5 ocurren en
Nahuelbuta (NHB) en la Cordillera de la Costa a los 38° S. El resto se encontraban en la
Cordillera de los Andes: a los 39° S coexisten los haplotipos H2 y H7 en Moquehue
(MOQ) vy en la cercanias coexisten los haplotipos H2 y H8 en Rucachoroi (RCH)
mientras que a los 41° S se encuentran los haplotipos H8 y H10 en el Paso Puyehue
(PUY) (Tabla I11.1, Fig. 11.2). Mientras que los sitios polimorficos NHB, MOQ, y PUY
contienen haplotipos que pertenecen a un linaje determinado, el sitio RCH contiene

haplotipos que pertenecen a distintos linajes.

Anélisis poblacionales: los test de neutralidad realizados mediante el D de
Tajima (2,57; P <0,05) y el F de Fu & Li (2,17; P < 0,02) mostraron valores positivos y
significativamente distintos de cero en el clado del norte, indicando una disminucion en
el tamafio poblacional o de un aislamiento poblacional generando una estructuracion
espacial de haplotipos significativa. El andlisis de MMD mostr6 una distribucion
bimodal, lo que indica que existen dos grupos en las poblaciones muestreadas a lo largo
del rango geografico total que han estado aislados histéricamente en el espacio,
produciendo una divergencia alopatrica (Fig. 11.3.a). EI mismo analisis realizado so6lo
para el clado del norte dio como resultado una distribucion unimodal del nimero de
diferencias entre pares de secuencias, indicando que las poblaciones han sufrido un

cuello de botella seguido de una expansion poblacional (Fig. 11.3.b).

Analisis filogenéticos: el andlisis de MP arrojo dos arboles mas parsimoniosos
los cuales requirieron 74 pasos (Cl = 0.9189, RI = 0.9589). La topologia del arbol de
consenso estricto de parsimonia (Fig. 11.4.a) resulto idéntica a uno de los dos arboles

mas parsimoniosos. El andlisis de MV arrojo un arbol mas probable (-InL = 2543,1)
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similar al arbol de MP (Fig. 11.4.b). El arbol obtenido por IB fue congruente con los
arboles de MP y MV, las topologias solo difirieron en los nodos con bajo soporte (Fig.
I1.4.c). En los tres andlisis se identificaron los mismos dos grandes clados diferenciados
latitudinalmente (Fig. 11.4). El clado del norte (al norte de los 41° 59 S) contiene 11
haplotipos (H1-H11) ubicados en el norte de la Patagonia en Argentina y Chile (Fig.
11.2). El clado del sur (al sur de los 42° 30’ S) esta representado por solamente tres
haplotipos (H12-H14) que se encuentran ampliamente distribuidos en los Andes
Patagonicos Australes de ambos paises (Fig. 11.2). El clado del norte presentd en
promedio mayor diversidad nucleotidica y haplotidica que el clado del sur (Tabla 11.4).
Los resultados de la red de Median-Joining (Fig. 11.5.a) y la red de parsimonia
estadistica (Fig. 11.5.b) arrojaron la misma y Unica red que incluia los 14 haplotipos sin
reticulaciones internas. Se identificaron cuatro grupos de haplotipos que sugieren una
distribucion con una alta estructuracion geogréafica (Fig. 11.2). Los haplotipos de la
posicion mas interna en la red (considerados ancestrales) formaron un grupo que
consiste de los sitios muestreados en el limite norte de la distribucion de N. pumilio en
la Cordillera de los Andes y del sitio muestreado en la Cordillera de la Costa. Los otros
tres grupos, que contienen los haplotipos de mayor frecuencia, no se superponen a lo
largo del rango de distribucion geogréafica latitudinal de N. pumilio. En particular, los
haplotipos de distribucion mas austral se separaron claramente del resto por 11 eventos

mutacionales (Fig. 11.5).

Analisis de paisaje: los resultados del analisis de AMOVA mostraron una
estructura genetica significativa en N. pumilio (Tabla 11.5). La mayor parte de la
estructuracion genética se debe a las diferencias entre- poblaciones (®st = 0,978; P =
0,001). Los pares de &gt variaron entre 0,000 y 0,997 y 188 de los 1431 valores totales

resultaron significativamente distintos de cero. También, el AMOVA jerarquico arrojo
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una estructuracion significativa (P = 0,001) de la variabilidad genética en todos los
niveles jerarquicos (Tabla 11.6), i. e. entre las regiones norte y sur (@gt = 0,737), entre
poblaciones (®sg =0,947), y entre poblaciones (®@st = 0,986). Los anélisis de SAMOVA
sugieren la existencia de grupos diferenciados genéticamente (Tabla 11.7). El numero
total de grupos se determind en base a los valores de Fcr, a partir de K = 4 el
incremento en el valor de Fcr alcanzd una meseta (Fig. 11.6). El analisis realizado con K
= 2 identifico 2 grupos separados latitudinalmente a los 42° S (grupos: VIL-PQN vs.
RTI-NAV; Fcr = 0,741; P < 0,001) los cuales se corresponden con los linajes norte y
sur del anélisis filogenético (ver Fig. 11.4). En los analisis realizados para K=3y K =4
se identificaron ademas otros grupos dentro del area que corresponde al norte de la
distribucién. Tres grupos consistieron de los sitios VIL-TRO y RCH-PQN ubicados al
norte y al sur de los 40° S, y el resto de los sitios RTI-NAV al sur de los 42° S (Fct =
0,921; P < 0,001). En los analisis realizados para K = 5 hasta K = 14, los valores de Fcr

no fueron substancialmente mayores que para el analisis de K = 4 (Tabla I11.7).

Los resultados de los analisis de interpolacion de las distancias genéticas en el
paisaje mediante graficos de superficie (Fig. 11.7) soportaron los resultados arrojados
por el analisis de SAMOVA. Se identificd una zona de mayor diferenciacion genética a
latitudes intermedias (42-43° L S) de la distribucion de N. pumilio indicando una
probable importante barrera al flujo génico (Fig. I11.7). Ademas se encontraron otras
grandes discontinuidades genéticas a los 38 y 40 ° L S y otras menores a los 46 y 48° L
S (Fig. 11.7). Otras caracteristicas adicionales del grafico de superficies muestran que las
distancias genéticas de ADNc disminuyen a medida que incrementa la latitud. Se
obtuvieron graficos similares utilizando distintos tamafios de grilla y distintos valores de

peso.
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Andlisis filogeografico de clados anidados: El andlisis anidado de clados
conecto los clados norte y sur por 10 eventos mutacionales, sin ambigliedades internas
(Fig. 11.8). El test de contingencia (Tabla 11.8) mostré que s6lo los clados de un paso 1-
1, 1-2 y 1-4 poseian variacion genética y una estructuracion geografica significativa. Lo
mismo sucedia con los clados de mayor nivel 2-1, 2-2, 2-5, 3-1, 3-3 y el cladograma
total. Para los clados del norte 2-1 y 3-1, el NCPA infirié un escenario de flujo génico
restringido con aislamiento por distancia. Por otro lado, para el clado 2-2 y el

cladograma total se infirieron eventos de fragmentacion alopatrica (Tabla 11.9).

2.7. Discusién

Los anélisis filogeogréaficos realizados en N. pumilio muestran una estructuracion que
sugiere distintas trayectorias evolutivas significativamente controladas por la latitud. La
marcada estructura latitudinal en los polimorfismos de ADNc se corresponde con la
monofilia reciproca de los linajes norte y sur de N. pumilio que sugieren una
divergencia temprana. Si bien hoy en dia las poblaciones de N. pumilio habitan los
ambientes alto andinos de manera continua a lo largo de toda la extension del bosque
templado austral de Argentina y Chile, su acervo genético refleja disyunciones

alopatricas historicas debido a barreras al flujo génico.

Varios estudios filogeograficos utilizando marcadores de ADNCc, particularmente
en especies que habitan en el Hemisferio Norte, evidencian una estructuracion genética
significativa. Estos estudios muestran que la mayoria de los linajes que habitan las areas

frias septentrionales derivaron de areas de refugio en regiones mas célidas ubicadas
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hacia el sur que han sido interpretadas como resultado de la historia glaciaria (Petit et al.
2002; Soltis et al. 2006). Bajo esos escenarios glaciarios y dado que la extension de los
hielos fue mayor en la porcion mas austral de Sudamérica, se esperaria que los patrones
filogeograficos de N. pumilio reflejen migraciones a escala regional. En este caso los
refugios se habrian ubicado en &reas templado-célidas hacia el norte donde se propuso
que existié mayor probabilidad para la supervivencia de bosques (Villagran & Hinojosa
2005) a partir de las cuales las poblaciones del sur deberian haber derivado. Los analisis
filogenéticos muestran claramente que los dos grupos identificados en el norte y sur son
clados hermanos y que ninguno de los dos ha derivado del otro. Ademas, la ausencia de
haplotipos comunes a lo largo de toda la distribucion de la especie y/o de haplotipos del
clado norte en el sur y viceversa junto con los anélisis demograficos que indican una
estructuracion espacial de los haplotipos, proveen evidencia inequivoca de que los
grupos norte y sur han estado aislados histéricamente. Por otro lado, la hipotesis ya sea
de extincion de haplotipos comunes y/o la pérdida de haplotipos del norte en el sur y
viceversa resulta poco parsimoniosa dado que se tomaron muestras de 85 poblaciones a
lo largo de toda la distribucion latitudinal y longitudinal en Argentina y Chile y se
secuenciaron 196 individuos de N. pumilio. Este resultado cuestiona la posibilidad de
que la historia glaciaria de la region haya sido la posible causa de la estructuracion
observada en el ADNCc. Esto es particularmente relevante en el caso de N. pumilio, una
especie con relativamente baja fecundidad y que posee dificultades para el
establecimiento y por lo tanto baja capacidad de dispersion. Por lo tanto, las diferencias
geneéticas acumuladas entre las poblaciones distantes de los linajes norte y sur son
sumamente dificiles de explicar en base a mutaciones ocurridas durante los ultimos

20.000 afios (ver estimacion de las tasas de migracion en Capitulo 11, pag. 97).
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Durante varios afios las repetidas glaciaciones que ocurrieron durante el
Pleistoceno han sido consideradas globalmente como modeladores de la variacion
genética en varias especies de plantas y animales (Ferris et al. 1999), y varios
investigadores han considerado a estos eventos, relativamente recientes, como las
principales fuerzas que actuaron sobre los patrones y la distribuciéon de la variacion
genética en especies de arboles de Patagonia (Allnutt et al. 1999, Premoli et al. 2000a,
2000b, 2001, Bekessy et al. 2002, Premoli et al. 2002, Allnutt et al. 2003, Premoli et al.
2003, Marchelli & Gallo 2006; Nufiez-Avila & Armesto 2006, Premoli et al. 2007;
Azpilicueta et al. 2009). Hay pocos estudios realizados que presenten evidencias de que
otras fuerzas, ademéas de los ciclos climéaticos del Cuaternario, explican los patrones
genéticos para especies de plantas. Analisis moleculares realizados en Quercus suber
(Magri et al. 2007) y Pinus pinaster (Burban & Petit 2003) en la region del
Mediterraneo sugieren que la estructuracion geografica encontrada concuerda con la
historia del Terciario de esos taxones (Hampe & Petit 2007). Para otras especies de
Nothofagus, estudios realizados utilizando PCR-RFLP de ADNc han sugerido a la
historia glaciaria como el evento historico que ha modelado la estuctura geografica de
N. nervosa, N. obliqua y N. antarctica (Marchelli & Gallo 2006, Azpilicueta et al. 2009,
Pastorino et al. 2009). En estos trabajos grupos de poblaciones con haplotipos diferentes
fueron interpretados como un aislamiento a largo plazo en distintos refugios glaciarios
desde donde las especies se habrian dispersado después del retroceso de los hielos. En
particular para N. antarctica, que al igual que N. pumilio pertenece al subgénero
Nothofagus, se ha sugerido la presencia de dos refugios glaciarios al norte y al sur de los
c. 42 °S (Pastorino et al. 2009). Por el contrario, un estudio realizado con secuencias de
tres regiones de ADNCc pertenecientes a 87 poblaciones sugiere que los polimorfismos

genéticos de N. antarctica reflejan eventos de vicarianza y dispersién durante el
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Terciario que resultaron en una marcada estructuracion genética conservada hasta el
presente. Ademas, las poblaciones del norte sufrieron mayores restricciones al flujo
génico historico causadas por una paleogeografia compleja (Acosta et al. 2009). Las
diferencias encontradas entre ambos estudios podrian deberse a que un estudio sin
incluir la distribucion total y analizando una sola regién del ADNc probablemente
mostré evidencia parcial de una estructura filogeografica compleja como la de N.
antarctica. Por otro lado, estudios de secuenciacion de ADNc utilizando los mismos tres
marcadores de esta tesis en las otras cuatro especies del subgénero Nothofagus (N.
antarctica, N. betuloides, N. dombeyi y N. nitida) a lo largo de sus rangos completos de
distribucion muestran concordancia geografica en los patrones filogeogréaficos
reflejando una estructura geogréfica antigua (Mathiasen et al. 2008; Acosta et al. 2009;
Acosta & Premoli 2010). Por lo tanto, los patrones de ADNCc sugieren que el acervo
genetico de N. pumilio ha sido modelado por procesos antiguos como fuera sugerido

anteriormente (Premoli 1998).

En particular, las caracteristicas paleo-geogréaficas de Patagonia podrian explicar
los patrones genéticos encontrados. Aqui se presenta una nueva hipotesis en donde se
postula que la presencia de la cuenca pacifica del Chubut en latitudes intermedias de
Patagonia alrededor de los 42-43° S (Suarez & Marquez 2007) produjo un evento de
vicarianza entre las poblaciones de N. pumilio ubicadas al norte y al sur de dicha latitud.
Anélogamente, se ha encontrado una disyuncion intra-especifica a los 43° S para la
conifera austral Podocarpus nubigena utilizando 14 loci isoenzimaticos (Quiroga 2009).
Ademas, la ubicacion de una paleo-cuenca Pacifica a los 40° S que se abrid durante el
Terciario superior (leRoux & Elgueta 2000) concuerda con la subdivisién en la
distribucion geografica de los dos linajes que conforman el grupo Norte. Esto es

soportado por el analisis de SAMOVA con K = 3, grupos denominados de aqui en mas
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como costa-norte, que incluye los haplotipos ancestrales de este grupo (H1, H3, H4 y
H5), y centro-norte (Figs. 11.2 y 11.4). Ademas, los analisis de distribucion no
correspondida de diferencias entre pares de secuencias (MMD) mostraron que las
poblaciones del norte habrian sufrido un cuello de botella genético seguido de una
expansioén de rango siguiendo un modelo de piedra-en-paso (o de aislamiento por
distancia) como sugiere el NCPA (Fig. 11.8) probablemente a través de dos rutas: una a
lo largo de la Cordillera de la Costa en el oeste, y la otra por el Macizo Nor-Patagonico
en el este (Figs. 1.2 y 11.5). La presencia de los haplotipos ancestrales para el clado del
norte a lo largo de toda la Cordillera de la Costa en N. antarctica y en N. dombeyi
(Acosta et al. 2009, 2010) sugieren que los haplotipos del clado Costa-norte habrian
migrado hacia el norte (Fig. 11.2, ruta 1) por las montafias existentes en la Cordillera de
la Costa antes de la apertura de la paleo-cuenca de Valdivia hasta alcanzar las latitudes
mas bajas donde las condiciones climaticas y topograficas favorables lo permitieron. A
partir de ese punto la colonizacion continuo hacia el sur, i. e. grupo Andes-norte (Fig.
I1.2, ruta 2), bordeando el margen oeste de la paleo-cuenca interna del Neuquén (Suarez
& Marquez 2007). Por otro lado, el linaje centro-norte se habria dispersado hacia el
norte rodeando el margen este (Fig. 11.2, ruta 3) de la paleo-cuenca interna de Osorno
(leRoux & Elgueta 2000). En ese tiempo, la tierra disponible para dispersarse era escasa
debido a que el escenario geoldgico en el oeste de Gondwana estaba compuesto de
numerosas cuencas que fragmentaban el paisaje (Lisker et al. 2006) y el nivel del mar
era mas alto que en el presente (Miller et al. 2005). Probablemente el Unico ambiente
favorable para el establecimiento de las plantas consistio de las numerosas unidades
geoldgicas aisladas de origen pre-Mesozoico distribuidas a lo largo de la Patagonia
(Giacosa & Heredia 2004, Duhart & Adriasola 2008, Glodny et al. 2008, Cembrano &

Lara 2009). Al reconstruir la paleogeografia de la region Patagonica previa al
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levantamiento de los Andes, se vid que la distribucion de haplotipos no-comunes estaba
asociada a la existencia de rocas de origen antiguo (Fig. 11.2). En particular, la
formacion Nahuelbuta en la Cordillera de la Costa, la cual consiste de rocas del
Paleozoico, contiene el haplotipo unico H5 (ver Fig. 11.2). Del mismo modo la
distribucién de los haplotipos H6, H7, H9, H10 y H11 se superpone con la presencia de
unidades geoldgicas antiguas que han sido reportadas en distintas partes de la region
Patagonica (Giacosa & Heredia 2004, Glodny et al. 2008, Cembrano & Lara 2009). Por
el contrario, las poblaciones genéticamente homogéneas presentes en las latitudes méas
australes sugieren una evolucidn in situ en grandes extensiones de superficie emergente
(Drewry 1976, Pankhurst et al. 1999, Rosello et al. 2004, Pankhurst et al. 2006)
permitiendo la persistencia a largo plazo. Ademas, el hecho de que el haplotipo H12 es
derivado del haplotipo de distribucion mas austral H14, sugiere que la colonizacién de
las latitudes intermedias probablemente ocurrio en direccién sur-norte (Fig. 11.2, ruta 4)
luego de que se drend la paleo-cuenca del Chubut despues del levantamiento de los
Andes en el Mioceno. Por lo tanto, la presencia de grandes macisos en el sur facilito el
establecimiento y la persistencia a largo plazo de poblaciones grandes y relativamente
continuas lo cual se ve reflejado en la baja diferenciacion en el ADN del cloroplasto en
comparacion con las poblaciones del norte. En cambio, en areas mas templadas
ubicadas hacia el norte, N. pumilio se encontraba probablemente restringida a ambientes
montafiosos como un elemento marginal del bosque. La existencia de numerosas paleo-
cuencas en esta area actuando como barreras geograficas, ha producido fragmentaciones
poblacionales en el pasado y restricciones al flujo génico histérico llevando a la
diferenciacion poblacional lo cual es graficamente representado por la superficie
tridimensional de las distancias genéticas (Fig. 11.7). Los analisis demograficos

muestran que las poblaciones del Norte han sufrido procesos de endogamia y severos
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cuellos de botella genéticos durante su historia evolutiva que se relacionarian con una
paleogeografia compleja. Similarmente, en un estudio realizado con secuencias de ADN
del cloroplasto en distintas especies del género Hordeum encontraron un gran nimero
de haplotipos compartidos entre las especies que habita en distintas areas de la region

Patagonica lo que indica eventos de especiacion por vicarianza (Jakob et al. 2009).

Los analisis de paisaje para N. pumilio muestran la existencia de tres zonas
genéticamente discontinuas latitudinalmente a 38, 40, y 43° S (Fig. 11.7) que podrian ser
interpretadas como zonas de sutura entre linajes divergentes antiguos separados
histéricamente por la presencia de las paleocuencas de Neuquén, Valdivia y Chubut,
respectivamente. En este estudio se propone que los patrones de variacién del ADN del
cloroplasto de N. pumilio fueron controlados principalmente por la paleogeografia de
Patagonia en lugar de reflejar eventos mas recientes como el levantamiento de los
Andes en el Mioceno Yy las glaciaciones del Pleistoceno. Esto es reforzado por la
concordancia encontrada en los patrones geograficos en todas las especies del
subgeénero Nothofagus utilizando las mismas regiones del ADN del cloroplasto
analizadas en esta tesis que reflejarian eventos de captura del cloroplasto como
resultado de flujo génico historico a traves de hibridacion/introgresion (Acosta &
Premoli 2010). Ademas, en un estudio de datacion mediante el uso del reloj molecular
relajado para las cinco especies del subgenero Nothofagus, encontré que la divergencia
haplotidica entre las poblaciones al norte y al sur de los 43° de latitud S es de ¢. 37 Ma,
mientras que la divergencia entre los linajes del norte a 40° de latitud S es mas reciente
y fue datada en c. 15 Ma (Premoli et al., en revision). Como resultado, las areas con alta
diversidad haplotidica a los 40 y 43° S representan zonas de sutura entre linajes que han
divergido en una etapa temprana de su historia evolutiva. Aqui se plantea un nuevo

escenario para las discusiones en la filogeografia y biogeografia de plantas lefiosas
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pertenecientes a linajes basales como las especies del subgénero Nothofagus (Premoli et
al., en revision) que componen los bosques en regiones templadas australes. La mayor
diferenciacion genética a escala regional reflejada en los polimorfismos de ADNc
ocurrié principalmente debido a fuerzas Paledgenas controladas por la geologia. No
obstante, los taxones antiguos tolerantes al frio han mostrado una respuesta vigorosa a
las oscilaciones climéticas del Cuaternario (Markgraf et al. 1995) conservando su
identidad como especie a lo largo de grandes areas geograficas como Podocarpus y
Nothofagus. Particularmente N. pumilio se ha adaptado a los gradientes de altitud y ha
respondido a las fluctuaciones climaticas a través de movimientos locales altitudinales
(Premoli 2003, Premoli & Brewer 2007, Premoli et al. 2007). Por lo tanto, los ciclos
climaticos del Cuaternario probablemente han tenido efectos sinérgicos sobre la
estructura genética antigua y deberian ser estudiados localmente utilizando marcadores
geneticos mas variables. Los resultados de este trabajo muestran que se necesita mayor
informacion para determinar la localizacion de refugios glaciarios para Nothofagus
basados en el ADN del cloroplasto. Es necesario realizar estudios a escala local
utilizando distintos tipos de marcadores genéticos en combinacion con la informacion
proporcionada por el registro fosil, datos geoldgicos y modelacion de nichos ecologicos.
En el Capitulo 111 de esta tesis se realizd un estudio a escala regional sobre los efectos
que tuvieron las ultimas glaciaciones sobre el acervo genético de N. pumilio, mediante
el uso de marcadores nucleares isoenzimaticos menos conservados en la evolucion que

el ADNCc.
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2.8. Tablasy Figuras
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Tabla I1.1. Ubicacion geografica de los sitios muestreados de Nothofagus pumilio y nimero total de individuos analizados de cada

haplotipo identificado para las regiones: psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA.

Ne ID Nombre del Sitio Coordenadas — Altitud H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13 H14 N
(Lat S, Long O) (ma.s.l)
1 VIL R Altosde Lircay, R-VII, CL 35°34°,70° 60° 1710 3 3
2 EPU L Epulafquen, NQN, AR 36°52°,71° 04° 1663 4 4
3 CLN Vn Chillan, R-VIII, CL 36°53°,71°30° 1664 3 3
4 CHL Termasde Chillan, R-VIII, CL 36°54°,71°25° 1690 3 3
5 LAJ Vn Antuco, R-VIII, CL 37°28°,71°19° 1406 2 2
6 PIC P Pichachen, R-VIII, CL 37°29°,71° 08’ 1675 1 1
7 NHB PN Nahuelbuta, R-IX, CL 37°49°,73° 02 921 1 2 3
8 CAV L Caviahue, NQN, AR 37°51°,71° 04° 1650 5 5
9 CON PN Conguillio, R-IX, CL 38°38°,71° 36’ 1195 3 3
10 PHL P Pino Hachado, R-1X, CL 38°39°,70° 57 1618 2 2
11 PHC P Pino Hachado, NON, AR 38°40°,70° 51° 1600 ) )
12 ICA P Icalma, NQN, AR 38°48°,71° 16 1298 1 1
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

Coordenadas  Altitud

Ne ID Nombre del Sitio (Lats, LongO) (mas.l) H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1l H12 H13 H14 N
13 BMH Vn Batea Mahuida, NQN, AR 38°50°,71°13° 1500 5 5
14 MOQ L Moquehue, NQN, AR 39°00°,71° 23’ 1275 3 2 5
15 RCH L Rucachoroi, NQN, AR 39°14°,71° 13’ 1380 1 2 3
16 VRC Vn Villarica, R-1X, CL 39°23°,71° 56’ 1200 3 3
17 TRO P Tromen, NQN, AR 39°35°,71° 26’ 1125 5 5
18 CAR P Carririfie hito, R-1X, CL 39°47, 71° 41" 1112 2 2
19 MCH Mocho Choshuenco, R-1X, CL  39° 56', 72° 06' 1061 2 2
20 CHP C Chapelco, NON, AR 40°12°,71°19° 1375 5 5
21 CBA P Cordoba, NQN, AR 40°36°,71° 09’ 1237 5 S)
22 PUY P Puyehue, NON, AR 40°44°,71°55° 1173 5 1 6
23 ANT R Antillanca, R-X, CL 40°47°,72°13° 979 3 3
24 EAL El Alerzal, P Blest, RNE, AR 40° 60', 71° 50 1119 3 3
25 LHE LaHeladera, P Blest, RNE, AR 41°00', 71° 50' 895 3 3
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

N° ID Nombre del Sitio Coordenadas Altitud H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13 H14 N
(LatS, Long O) (mas.l.)
26 OSN Vn Osorno, R-X, CL 41°08°,72°32° 1171 3 3
27 OTO C Otto, RNE, AR 41°10°,71°22° 1102 2 2
28 CHB C Challhuaco, RNE, AR 41°15°,71°17° 1325 5 5
29 PLF Pichi Leufu, RNE, AR 41°20°,71° 09 1100 2 2
30 LW El Foyel, RNE, AR 41° 28', 71° 06' 1581 3 3
31 CMA CnddelaMosca, RNE, AR  41°31°,71°28’ 1056 3 3
32 LSE La Serrucha, RNE, AR 41° 37, 71° 03 1727 3 3
33 PMO C Perito Moreno, RNE, AR 41°48°,71° 34’ 990 5 5
34 PQN C Piltriquitron, RNE, AR 41°58°,71°29° 1250 5 5)
35 RTI RioTigre, CHU, AR 42° 30, 71° 57 720 3 3
36 LHY C LaHoya, CHU, AR 42°50°,71° 16’ 1275 3 3
37 SDA SaColorada, CHU, AR 43°12°,71°21° 992 3 3
38 VIN L Vintter, CHU, AR 43°58°,71°31° 950 3 3
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

N° ID Nombre del Sitio Coordenadas Altitud H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13 H14 N
(LatS, Long O) (mas.l)
39 PTA L LaPlata, CHU, AR 44° 50°,71° 40° 945 3 3
40 FTN L Fontana, CHU, AR 44° 53°,71° 32 951 3 3
41 AYS Pto Aysén, R-XI, CL 45°23°,72°32° 238 3 3
42 COY Coihayque, R-XI, CL 45°28°,72° 02 600 2 2
43 PTZ El Portezuelo, SCR, AR 46° 04°,71°41° 1001 3 3
44 IBA Pto Ibafiez, R-XI, CL 46° 05°,72° 12 670 2 2
45 CAN A Canalele, SCR, AR 46° 56°,71°51° 1087 2 2
46 BRT Pto Bertrand, R-XI, CL 47°00°,72° 49° 700 2 2
47 COC Cochrane, R-XI, CL 47°16°,72° 36’ 1000 2 2
48 PYN L Pueyrreddn, SCR, AR 47°25°,71° 59 625 1 1
49 SLZ San Lorenzo, SCR, AR 47°46°,72°22° 1100 2 2
50 LEO C Ledn, SCR, AR 47°47°,72° 07 890 2 2
51 AZA L Azara, SCR, AR 47°50°,72° 16’ 900 1 1
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

Ne ID Nombre del Sitio Coordenadas — Altitud H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1l H12 H13 H14 N
(LatS, Long O) (mas.l)
52 RIV Rivera, SCR, AR 47° 56°,72°22° 850 2 2
53 BUR L Burmeister, SCR, AR 47°57°,72°07° 910 2 2
54 DES L del Desierto, SCR, AR 49°05°,72° 53’ 457 2 2
55 CTS Chaltén Seco, SCR, AR 49°12°,72° 57 454 1 1
56 CTN EIl Chalten, SCR, AR 49°16°,72° 57 687 2 2
57 ONI L Onelli, SCR, AR 50°07°,73° 18’ 196 2 2
58 RCA L Roca, SCR, AR 50°29°,72° 53’ 221 1 1
59 GPM Glaciar P Moreno, SCR, AR 500 29°,72° 59’ 265 2 2
60 PEH L Pehoe, R-XII, CL 51°05', 72° 59' 68 1 1
61 GRE L Grey, R-XII, CL 51°08', 73° 07" 60 1 1
62 CAS C Castillo, R-XII, CL 51° 28", 72° 29' 475 1 1
63 MIL Cueva del Miloddn, R-XII, CL  51° 35, 72° 36 118 1 1
64 MAL Monte Alto, R-XII, CL 52°05', 71° 51" 292 1 1
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

Ne ID Nombre del Sitio Coordenadas Altitud H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H1l H12 H13 H14 N
(LatS, Long O) (mas.l.)
65 MAF Monte Alto fondo, R-XII, CL  52°07', 71° 55' 434 1 1
66 BUL Fuerte Bulnes, R-XII, CL 53017, 71°03' 162 1 1
67 ARE Pta Arenas, R-XII, CL 53°24°71° 16’ 292 1 1
68 RUS Russfin, R-XII, CL 53°45°,69° 09° 224 1 1
69 PR P Radman, R-XII, CL 54°02°,68° 45’ 188 1 1
70 LB L Blanco, R-XII, CL 54°04°,68° 57 123 1 1
71 KAR Karukinka, R-XII, CL 54°08°,68° 42’ 141 1 1
72 SV Sector Vicufa, R-XII, CL 54°19°,68° 48’ 426 1 1
73 SP San Pablo, TDF, AR 54°20’,66° 40° 84 1 1
74 TN Tolhuin Norte, TDF, AR 54°22°,67°15° 152 1 1
75 TO Tolhuin, TDF, AR 54°24°,67° 14° 70 1 1
76 ML Maria Luisa, TDF, AR 54° 29°,66° 28’ 39 1 1
77 LC LaCorrentina, TDF, AR 54°31°,66° 56° 33 1 1
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Tabla I1.1. (Continuacion...)

Coordenadas

Altitud

Ne 1D Nombre del Sitio H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13 H14 N
(Lat S, Long O) (mas.l)
78 LA Los Alamos, TDF, AR 54°36°,67° 24° 52 1 1
79 PG P Garibaldi, TDF, AR 54°41°,67° 50° 393 1 1
80 CS C Salvamento, TDF, AR 54° 44’ 63° 53’ 30 1 1
81 VM Glaciar Martial, TDF, AR 54° 47°,68° 22’ 312 1 1
82 LR L Roca, TDF, AR 54°49°,68° 36’ 30 1 1
83 BB Bahia Brown, TDF, AR 54°52°,67° 26’ 80 1 1
84 RC Rio Cambaceres, TDF, AR 54°53°,67° 12’ 32 1 1
85 NAV Waulaia, Navarino, R-XIIl, CL 55°03°,68° 09’ 15 1 1
Total 4 26 6 1 2 7 8 41 5 6 10 24 9 47 196

Las abreviaturas NQN, RNE, CHU, SCR y TDF indican las provincias Argentinas (AR) de Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz, y
Tierra del Fuego, respectivamente; R-VI1I, R-VIII, R-1X, R-X, R-XI, y R-XII indican las regiones administrativas de Chile (CL) del Maule,
Bio-Bio, Araucania, Los Lagos, Aysén y Magallanes, respectivamente.
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Tabla I1.2. Seleccion y optimizacién de protocolos de amplificacion por PCR
utilizando distintos iniciadores universales de ADN del cloroplasto para detectar

polimorfismo intra-especifico en Nothofagus pumilio.

Temperatura Tamafio del
Iniciador de anclaje producto de PCR Sgﬁggigﬁ Referencia
(C) (pb)

psbB-psbH 57 791 bajo Hamilton 1999
psbM-trnD 52 367 bajo Shaw et al. 2007
rpl32-trnL 56 739 moderado  Shaw et al. 2007
rpsl6 56 680 bajo Nishizawa & Watano 2000
rpsl16-trnK 50-60 no amplifico Shaw et al. 2007
trnC-trnD 50-60 no amplificd Demesure et al. 1995
trnD-trnT 52 no amplifico Demesure et al. 1995
trnF-trnVr 58 no amplificd Dumolin-Lapegue et al. 1997
trnH-psbA 56 445 alto Hamilton 1999
trnH-trnK 50-60 bandas multiples Demesure et al. 1995
trnKep-trnKe; 50-60 no amplifico Demesure et al. 1995
trnLes-trnle, 57 491 muy bajo Taberlet et al. 1991
trnL-trnF 54 437 moderado ~ Taberlet et al. 1991
trnS-trnFm 50-60 no amplificd Demesure et al. 1995

trnT-trnL 50-60 no amplificd Taberlet et al. 1991
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Tabla 11.3. Sitios variables de las secuencias alineadas de ADN del cloroplasto de las regiones psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA para los
14 haplotipos de Nothofagus pumilio.

psbB-psbH trnL-trnF trnH-psbA
Frecuencia
(DS) 43 150 203 218 922 1097 1120 1279 1292 1293 1365 1378 1379 1385 1386 1387 1433 1457 1501
H1  0.024 (0.012) C T * A M - M Mz A A G T A T A (A - A G
H2  0.156 (0.028) C T * A M ** M M2 A A G T A T A (A - A G
H3  0.036 (0.014) C T * A M - M @Mz A A G T A T A (A - A G
H4  0.006 (0.006) C T * A M - M @M A - &6 T A T A (A5 - A G
H5  0.012 (0.008) C T * A M - M M2 A A G T A T C (As - A G
H6  0.042 (0.016) cC T * A (Ms ** (M Mz A - G T A T A (As - A G
H7  0.048 (0.017) C T * A M * M (Ms A A G T A T A (A - A G
H8  0.168 (0.029) cC T * A (Ms - (T)s M A A G T A T A (As *** A T
H9  0.030 (0.013) cC T * A (Ms - (T)s M A A G T A A A (A *** A T
H10  0.036 (0.014) C T * A @M - M MMs A A G A A A A (A *™ C T
H11  0.042 (0.016) C T * A @M - M Mz A A G T A T A (As ** A T
H12  0.108 (0.024) A A - C M - Mo (Mu C A T T C A A (A); - A G
H13  0.048 (0.017) A A - C M - (M Mu C A T T C A A (A, - A G
H14  0.246 (0.033) A A - C (M - (M Mu C A T T C A A (A - A G

* duplicacion 15-pb “TTTTTGTGATTTGGC”; ** delecion 17-pb “GCCTGAATAAGACTTTG”; *** duplicacion 19-pb
“GATTAAGAAGAACGTATAT”.
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Tabla I1.4. Pardmetros de diversidad genética de ADN del cloroplasto calculados para las regiones psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA
y para los dos grandes clados (Norte y Sur) identificados para Nothofagus pumilio a lo largo del gradiente latitudinal.

Region/grupo P N -TamaTﬁo del Rango(bp) H CG% Ps Ts Tv | h T
alineamiento (bp)

BH 85 196 791 776-791 2 369 4 0 3 1 0.4834(0.0155) 0.0110 (0.0056)
LF 85 196 437 416-437 6 339 5 0 0 5 0.7648(0.0127) 0.0173(0.0090)
HA 85 196 445 419-445 11 265 16 0 8 8 0.7949(0.0194) 0.0277 (0.0139)
HB-LF-HA 85 196 1673 1611-1673 14 334 25 0 11 14 0.8686(0.0127) 0.0171 (0.0083)
Norte 34 116 1671 1630-1671 11 334 12 0 5 7 0.8343(0.0216) 0.0119 (0.0059)
Sur 51 80 1634 1632-1634 3 336 2 0 0 2 0.5473(0.0483) 0.0004 (0.0003)

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 CG (%CG), numero de sitios polimorficos (Ps), nimero de transiciones (Ts), numero de

transversiones (Tv), numero de indels (I), diversidad haplotidica (h) y nucleotidica (r). Los errores estandar se muestran entre paréntesis.



Capitulo Il - Filogeografia de N. pumilio 76

Tabla I1.5. Resumen del analisis de AMOVA para 85 localidades de Nothofagus
pumilio muestreadas. El valor de P fue calculado mediante un andlisis de permutaciones
con 999 réplicas y resulté significativo (P < 0,001) para todos los pardmetros
calculados.

Grados de Suma de Cuadrado Varianza
Fuente ) ) ) %
libertad Cuadrados Medio Estimada

Entre-

) 53 2657,344 50,139 14,258 98%
Poblaciones
Dentro-

) 136 43,867 0,323 0,323 2%
Poblaciones

Total 189 2701,211 14,580 100%
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Tabla I11.6. Resumen del analisis de AMOVA jerarquico entre las dos regiones (norte y

sur) de Nothofagus pumilio muestreadas. El valor de P fue calculado mediante un

analisis de permutaciones con 999 réplicas y resulto significativo (P < 0,001) para todos

los pardmetros calculados.

Grados de Suma de Cuadrado Varianza
Fuente ) ) ) %
libertad Cuadrados Medio Estimada
Entre
) 1 1603,814 1603,814 17,053 74%
Regiones
Entre
Poblaciones
52 1053,529 20,260 5,758 25%
dentro de
Regiones
Entre
. 136 43,867 0,323 0,323 1%
Poblaciones
Total 189 2701,211 23,133 100%
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Tabla I1.7. Valores de Fcr entre grupos (K = 2 a K = 14) calculados por el analisis de
SAMOVA para Nothofagus pumilio. Se muestran los valores de P basados en 100

simulaciones.

K Fer P Grupos

2 0741 <0001 VIL-PQN;RTI-NAV

3 0921 <0001 VIL-TRO;RCH-PQN;RTI-NAV

4 0067 <0001 VIL-NHB;EPU-TRO; RCH-PQN; RTI-NAV

5 0972 <0001 VIL-NHB; EPU-TRO; RCH-PQN; RTI-NAV; CBA

6 0974 <0001 VIL-NHB;EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-NAV; CBA; RCH

7 0977 <0001 VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-NAV; CHP-CBA; RCH;

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; COI-NAV; CHP-CBA; RCH,;

8
0980 <0001 oy BmH; RTIPTZ

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; COI-NAV; CHP; CBA; RCH,;

9
0982 <0001 by gmH; RTI-PTZ

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-PTZ; COI-NAV; CHP;

10
0,984 <0001 - A. RCH: PHL-BMH: CHB-PLF

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-PTZ; CAN-NAV; CHP;

11
0986 <0.001  cga; RCH; PHL-BMH; CHB-PLF; COI-COC

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-PTZ; CAN-NAV; CHP;

12
0988 <0001 cpa: RCH; PHL-PHC; ICA-BMH; CHB-PLF; COI-COC

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-PTZ; CAN-NAV; PIC;

13
0,989 <0,001 CHP; CBA; RCH; PHL-PHC; ICA-BMH; CHB-PLF; COI-COC

VIL-NHB; EPU-TRO; MCH-PQN; RTI-PTZ; CAN-NAV; PIC;
14 0990 <0001 CHP;CBA; RCH; PHL-PHC; ICA-BMH; CHB-PLF; COI-COC;
CHL-CLN
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Tabla 11.8. Test de contingencia y probabilidades chi-cuadrado para la estructuracion
geografica de los clados identificados en la Fig. 1.7 en el analisis filogeografico de
clados anidados utilizando el programa ANeCa (Panchal et al. 2007). Los clados con
una probabilidad menor a 0,05 sugieren una asociacion geografica significativa de los
haplotipos o sub-clados. P es la probabilidad de que el estadistico chi-cuadrado
generado al azar sea mayor o igual al chi-cuadrado observado. Los clados sin estructura
genetica (ej. 1-3, 1-5, 2-3) fueron excluidos. ** P < 0,01; *** P < 0,001

Clado (haplotipos o sub-clados involucrados) Chi-cuadrado
1-1 (PHL, ICA) 15,000%**
1-2 (NHB, PIC, VIL, EPU) 82, 500%**
1-4 (COY, LHY, CAN) 134,000%**
2-1 (1-1/1-2) 42, 415%*
2-2 (1-3/1-7) 11,000**
2-5 (1-6/1-9) 35,000%**
3-1(2-2/2-5) 41,419%*
3-3 (2-1/2-4) 54,000%**

Total (3-1/3-2/3-3) 329,518%**
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Tabla I11.9. Cadena de inferencia del analisis filogeografico de clados anidados (Fig.
11.7) utilizando el programa ANeCa (Panchal et al. 2007). Solamente se analizaron los
clados que mostraron una estructura geografica significativa en el analisis de

contingencia (Tabla 11.8).

Clado Cadena de inferencia Proceso inferido

1-1  1-19NO Fragmentacion alopatrica

Flujo génico/dispersion restringidos pero con
1-2  1-2-3-5-6*-7 YES ] . ) _
dispersion a larga distancia.

1-4  1-19NO Fragmentacion alopatrica

2-1  1-2-3-4NO Flujo génico restringido con aislamiento por distancia
2-2 1-19NO Fragmentacion alopatrica

2-5  1-19-20-2 10 Resultado inconcluso

3-1 1-2-3-4NO Flujo génico restringido con aislamiento por distancia
3-3 1210 Resultado inconcluso

Total 1-19 NO Fragmentacion alopatrica
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Figura I11.1. Electroferograma de dos secuencias del espaciador intergénico trnL-trnF del ADNc de Nothofagus pumilio obtenidas con un
secuenciador ABI-PRISM 3100-avant. Las barras sobre las bases indican la calidad de la secuencia (Azul: buena, Amarilla: regular, Roja: mala).
Las flechas indican un segmento de 17 pb en la secuencia b) que esta ausente en la secuencia a).

.
annotation | Secuence | Festures  Electropherogram | raw | EPT | Audit |
COMZTRNL_2008-02-15_004

a 3451 3480 3509 3538 3567 3596 3625 3654 3683 3712 3741 3770 3799 3828 3857 3886 3915 3944 3973 4002 4031 4080
|||||||II||I||||||||||||||||||II|||||I|||||||II||III|
T T C T T T T c T T T T T
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Figura I1.2. Mapa de Sudamérica Austral mostrando la ubicacion de los 85 sitios
muestreados de Nothofagus pumilio y la distribucion de los haplotipos de ADNc para
las regiones concatenadas psbB-psbH, trnL-trnF y trnH-psbA. También se muestra la
subdivision de los Andes Patagonicos en Septentrionales y Australes, las paleo-cuencas,
macizos y rocas pre-Cenozoicas presentes durante el Terciario en Patagonia. Las flechas
negras indican las rutas hipotéticas de dispersion. La ubicacion de las poblaciones se
corresponden con los de la Tabla I1.1.
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Figura 11.3. Andlisis de distribucién no correspondida de pares de los 14 haplotipos de ADN del cloroplasto de Nothofagus pumilio para

todos los sitios (a) y para los sitios del Norte (b). La linea continua indica las frecuencias esperadas de las diferencias entre pares de

secuencias bajo un modelo de crecimiento/declinacion poblacional. La linea punteada muestra las frecuencias observadas de las diferencias
entre pares de secuencias entre haplotipos.
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Figura 11.4. Arboles filogenéticos mostrando las relaciones entre los 14 haplotipos de ADNc para las regiones concatenadas psbB-psbH,
trnL-trnF y trnH-psbA de Nothofagus pumilio: @) maxima parsimonia (MP), b) maxima verosimilitud (MV) y c) inferencia Bayesiana (I1B).
Los nameros sobre las ramas indican los valores de bootstrap para MP y MV, y de probabilidades posteriores para IB. Se muestran los

cuatro grupos mencionados en el texto.
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Figura I11.5. Redes de haplotipos mostrando las conexiones entre los 14 haplotipos de
ADN del cloroplasto identificados en Nothofagus pumilio para las regiones psbB-psbH,
trnL-trnF y trnH-psbA obtenidas con los métodos de median-joining (a) y parsimonia
estadistica (b). EI tamafio del circulo es proporcional a la frecuencia del haplotipo
correspondiente. Los numeros indican los sitios donde ocurrieron los cambios en las

secuencias de ADN.
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Figura I1.6. Valores de Fcr calculados para K grupos de Nothofagus pumilio obtenidos
por el anélisis de SAMOVA.
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Figura I11.7. Gréafico de superficie tridimensional de las distancias genéticas de ADNc

(eje Z) entre sitios a lo largo del paisaje estudiado (ejes X e Y) para Nothofagus pumilio.
Los nimeros sobre los picos indican la latitud (grados Sur).
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Figura 11.8. Cladograma anidado de los haplotipos de ADN del cloroplasto (H1-H14)
encontrados para Nothofagus pumilio. Cada conexion representa un paso mutacional,
los puntos negros representan los haplotipos intermedios no muestreados. Los
rectangulos de diferentes colores y los numeros indican los distintos niveles de
agrupacion de los haplotipos/clados.
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3. Capitulo I11: “Variacion genética isoenzimatica en Nothofagus pumilio

a lo largo del gradiente latitudinal muestra los efectos de las glaciaciones

en Patagonia”
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3.1. Resumen

Nothofagus pumilio es la especie dominante en ambientes montafiosos de Patagonia. En
este capitulo se testeo la hipotesis que, a escala regional, esta especie tolerante al frio y
ampliamente distribuida habria sobrevivido y respondido localmente a las oscilaciones
climéticas del Pleistoceno. Se utilizaron polimorfismos isoenzimaticos de ocho loci para
analizar los patrones de variacion latitudinal mediante parametros de diversidad y
divergencia genética en 41 poblaciones de N. pumilio. Los resultados muestran que las
poblaciones més australes presentan niveles similares de variacion genética que las
poblaciones del norte; mientras que las poblaciones de latitudes intermedias presentan
los mayores niveles de diversidad genética. El incremento de la distancia genética en
poblaciones de latitudes intermedias puede deberse a un contacto secundario entre dos
acervos geneticos ya diferenciados previamente al Pleistoceno. Esta hipotesis es
también soportada por la evidencia filogeografica evaluada mediante el ADNc. A escala
regional, los patrones geneticos reflejan niveles similares de diversidad genética en
distintas latitudes que sugieren una dispersion local desde mdaltiples areas libres de
hielo, ubicadas incluso a altas latitudes. La menor divergencia entre poblaciones del
norte indica un elevado flujo génico entre ellas mientras que las del sur probablemente
han consistido de poblaciones relativamente grandes y panmicticas significativamente
aisladas entre si. La mayor endogamia encontrada en las poblaciones del norte provee
evidencia de fragmentacion poblacional debido al ascenso altitudinal bajo debido a
oscilaciones climaticas. Como resultado, la seleccion natural en las poblaciones del
norte habria tenido mayor oportunidad de purgar variantes genéticas perjudiciales
pudiendo ser mas resilientes a los disturbios, mientras que las poblaciones australes
serian mas propensas a sufrir de las modificaciones en las tasas de flujo génico y

tamafio poblacional.
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3.2.  Introduccién

La distribucién espacial de la variacion genética dentro y entre las poblaciones esta
determinada por los procesos historicos y contemporaneos de deriva y flujo génico
(Cruzan & Templeton 2000). Por esto, el grado y la distribucion de la variabilidad
genética en poblaciones naturales puede utilizarse como evidencia de eventos ocurridos
en el pasado, dado que dejardn una huella en las caracteristicas de las poblaciones
afectadas (Wheeler & Guries 1982). Ademas, el acervo genético de las especies puede
ser resultado de presiones diferenciales de seleccion en ambientes bajo condiciones
contrastantes o que varian a lo largo de gradientes (Linhart & Grant 1996). En
particular, la biota de Sudamérica austral incluyendo Nothofagus, es el resultado de la
separacion y dispersion de linajes durante el Cretacico tardio y posterior deterioro del
clima y enfriamiento ocurrido a mediados del Terciario y el Cuaternario. Por lo tanto,
los elementos de origen Gondwanico que habitan las areas montafiosas en regiones
templadas de Sudamérica probablemente sean el resultado de procesos tectonicos y
climéaticos complejos que han afectado sus acervos genéticos a lo largo del tiempo

geoldgico.

El clima tropical-subtropical que prevalecia en la region Patagénica desde el
Cretécico tardio se fue enfriando progresivamente a partir del limite Eoceno/Oligoceno,
y durante el Mioceno tardio- Plioceno temprano, hace aproximadamente 7 y 5 Ma,
ocurrié la mas antigua glaciacion conocida en Patagonia (Rabassa et al. 2005). Ademas,
a principios del Cuaternario hace 1,8 millones de afios se establecieron las oscilaciones
glaciar-interglaciar que incrementaron la estacionalidad y aridez en latitudes australes

intermedias (Markgraff et al. 1995). Los regimenes glaciares en regiones templadas de



Capitulo 111 - Variacién isoenzimatica en N. pumilio

92

Sudamérica a largo plazo difirieron latitudinalmente. Mientras que en el norte han sido
dominantes los glaciares Alpinos erosivos que llevaron a una supresion o destruccién de
la topografia, en el sur los glaciares de base fria con poca eficiencia erosiva y/o la
presencia de grandes masas de hielo de movimiento lento resultaron en una glaciacion
no-destructiva de la topografia (Thomson et al. 2007). Los diagramas de polen que
cubren el dltimo periodo glacial-interglacial (25.000 afios antes del presente) sugieren
que existieron considerables areas libres de hielo a lo largo de los Andes australes donde
las especies habrian sobrevivido localmente durante las glaciaciones. Como resultado,
las especies que habitaban los bosques fueron capaces de dispersarse desde un gran
nimero de localidades micro-climatolégicamente favorables (Markgraf et al. 1995)

incluso en sitios tan australes como Tierra del Fuego (Heusser 1989, Markgraf 1993).

En regiones templadas, las areas que permanecieron libres de hielo durante las
Gltimas glaciaciones se espera que contengan mayores niveles de diversidad genética
que las areas que fueron recolonizadas después del retroceso de los hielos (Hewitt 1996,
2000, Comps et al. 2001). Estas diferencias podrian haber surgido como resultado de
cuellos de botella genéticos producidos por eventos de migracion a larga distancia,
seleccion durante el establecimiento de las poblaciones, y al contacto secundario de
distintas rutas migratorias de linajes divergentes desde refugios separados (Comps et al.
2001, Petit et al. 2003). Por lo tanto se pueden utilizar marcadores moleculares para la
reconstruccion biogeografica. En Sudamerica austral se han realizado numerosos
estudios genéticos utilizando marcadores isoenzimaticos para analizar la historia de la
vegetacion. En ellos se presenta por primera vez la hipotesis de refugios maultiples en
areas libres de hielo (Premoli 1998, Premoli et al. 2000b) algunos de los cuales
estuvieron ubicados en ambos lados de los Andes (Premoli 1997, Premoli et al. 2000b,

2007) y en altas latitudes, i. e. areas de mayor cobertura de hielo, para especies
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tolerantes al frio, i. e. microtérmicas (Premoli 1998, Premoli et al. 2002, Souto &
Premoli 2007). Otros estudios confirmaron estas hipdtesis utilizando isoenzimas y/o
marcadores de ADNCc-RFLPs en especies de Nothofagus (Marchelli & Gallo 2006,
Azpilicueta et al. 2009, Pastorino et al. 2009) y mediante marcadores RAPDs en
distintos taxa arboreos (Allnutt et al. 1999, 2003, Bekessy et al. 2002). Esta evidencia
junto con informacion del registro fosil sugiere un nuevo escenario para las plantas del
Hemisferio Sur que refleja una historia evolutiva pre-pleistocénica (Premoli 1997,
Moore 2000). Sin embargo, estudios moleculares realizados mediante el uso de
marcadores conservados de PCR-RFLP de ADN del cloroplasto revelaron la existencia
de areas genéticamente diversas las cuales fueron interpretadas como evidencia de
refugios mdaltiples en Patagonia (Marchelli et al. 1998, Marchelli & Gallo 2006,
Azpilicueta et al. 2009, Pastorino et al. 2009). Por el contrario, un estudio de ADN del
cloroplasto en base a la secuenciacion de tres regiones no codificantes para las cinco
especies pertenecientes al subgénero Nothofagus indicé que los patrones de variacion de
polimorfismos concordaban geograficamente (Acosta & Premoli 2010). Esta evidencia
sugiere que han ocurrido fenémenos de captura del cloroplasto debido a repetidos
eventos de hibridacién/introgresion, lo que sugiere un pasado historico pre-
Pleistocénico comun para las especies pertenecientes al subgénero Nothofagus. Si bien
la hibridacion en el subgénero Nothofagus bajo condiciones naturales en sitios
particulares ha sido confirmada utilizando marcadores genéticos y morfologicos
(Donoso & Atienza 1983, 1984, Premoli 1996, Stecconi et al. 2004, Quiroga et al.
2005), las especies poseen distintos requerimientos ecol0gicos y ocurren como especies
claramente identificables, aun cuando crecen en simpatria. Ademas, un estudio de
datacion mediante el uso del reloj molecular para las cinco especies del subgénero
Nothofagus ha mostrado una estructuracion geografica significativa con secuencias de

ADNCc que data del Paledgeno sugiriendo que las especies actuales consisten de linajes
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muy antiguos (Premoli et al., en revision). Por ende, los patrones del ADNc al menos en
especies del subgénero Nothofagus podrian estar reflejando eventos evolutivos

anteriores al Pleistoceno.

3.3. Objetivos particulares

El objetivo de este capitulo es evaluar los niveles y la distribucién de los polimorfismos
genéticos en N. pumilio como resultado de los patrones de flujo génico contemporaneo
ocurridos probablemente durante el Cuaternario a lo largo del gradiente latitudinal

mediante el uso de marcadores nucleares isoenzimaticos.

3.4. Hipodtesis general e hipdtesis particulares

La hipotesis general y las hipotesis particulares planteadas en este capitulo

fueron las siguientes:

Hipotesis general:

H2) El acervo genético de especies tolerantes al frio (microtérmicos) con
amplios rangos de distribucion como Nothofagus pumilio refleja los procesos
que ocurrieron durante el Nedgeno a escala espacial regional en Sudamérica

austral.
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Hipotesis particulares:

H2.1) Las respuestas relativamente recientes a las variaciones climaticas
ocurridas desde el Plioceno de esta especie microtérmica son el resultado
de una dispersion local desde numerosas aéreas libres de hielo a lo largo

de su rango de distribucion durante los periodos de enfriamiento.

P2.1) Se espera encontrar zonas de alta diversidad genética o con
variantes genéticas Unicas en mdultiples areas a lo largo de la

distribucion de la especie.

H2.2) La accion glaciaria tuvo efectos diferenciales sobre las especies a

lo largo de la latitud.

P2.2.1) Se espera encontrar que patrones regionales de
distribucion de la wvariacion genética estén estructurados

geograficamente.

P2.2.2) Se espera encontrar que en zonas templado-calidas hacia
el norte hayan existido numerosas areas para la supervivencia
local en pequefias poblaciones, resultando en menor diversidad

genética y mayor flujo génico entre ellas.

P2.2.3) Los patrones de glaciaciones no-destructivas en el sur
habrian favorecido la persistencia de N. pumilio incluso en areas

cercanas al limite del hielo.
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3.5. Materiales y Métodos

Coleccion de muestras: Se colectaron muestras de follaje fresco de 30 individuos
seleccionados al azar por poblacion (Tabla I11.1) en un total de 41 sitios ubicados a lo
largo del rango de distribucion latitudinal de la especie (Fig. I11.1) que fueron
mantenidas en heladeras portatiles hasta su posterior procesamiento en el laboratorio.
Los protocolos de extraccién de enzimas, electroforesis y tincién isoenzimética
utilizados fueron los descriptos anteriormente por Premoli (1996, 1998, 2003). Se
analizaron seis sistemas enzimaticos que codificaron para 8 loci putativos que se
resolvieron de la siguiente manera: alcohol deshidrogenasa (Adhl), aldolasa (Aldl),
isocitrico deshidrogenasa (Idhl, 1dh2), y malato deshidrogenasa (Mdh1, Mdh2, Mdh3)
en el buffer morfolina-citrato de Ranker et al. (1989), mientras que la enzima
fosfoglucoisomerasa (Pgi2) fue analizada en el sistema B modificado de Conkle et al.
(1982) (Tabla 111.2). Se rebano horizontalmente la porcion anddica de cada gel sobre las
que se vertieron las tinciones suspendidas en agarosa 1% p/v segun Mitton et al. (1979)
y Soltis et al. (1983). Para obtener los genotipos para cada sistema enzimatico, se
numeraron los loci y los alelos consecutivamente desde el mas anoddico hasta el mas
catddico, de manera que el locus y/o alelo méas anddico fue designado con el nimero
mas bajo (Fig. 111.2). Los loci fueron considerados putativos, ya que no se llevaron a
cabo andlisis genéticos cuantitativos en individuos segregantes de esta especie. Sin
embargo, los patrones de bandas observados fueron los tipicos 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 llevado a

cabo analisis formales (Murphy et al. 1996).
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Analisis de datos: Se calcularon las frecuencias alélicas para todos los loci
analizados en cada una de las poblaciones utilizando el programa POPGENE v1.32
(Yeh et al. 1999). La heterogeneidad en las frecuencias alélicas entre las poblaciones
fue evaluada mediante test de chi-cuadrado segun Workman & Niswander (1970). Para
distinguir las poblaciones que poseian una composicién alélica inusual se indico la
presencia de alelos Unicos (aquellos presentes en una Unica poblacion, Ayp). Las
poblaciones fueron caracterizadas en base a distintos parametros de diversidad genética
(ver Apéndice 2). Estos fueron el nimero promedio de alelos por locus (A), nimero de
alelos por locus polimérfico (Ap), nimero efectivo de alelos (Ag), nUmero de alelos
totales (At), porcentaje de loci polimorficos bajo el criterio sensu stricto (P), y
heterocigosis observada y esperada bajo la condicién de equilibrio Hardy Weinmebrg
(Ho y Hg, respectivamente) utilizando el programa POPGENE v1.32 (Yeh et al. 1999).
Ademas, se calculo la riqueza alélica total (Ag) utilizando el método de rarefaccion (ver
Apéndice 2) sugerido por EI Mousadik & Petit (1996) y siguiendo a Comps et al.
(2001) con el programa CONTRIB v1.02 (Petit et al. 1998). Dado que el tamafio
muestral mas pequefio consistio de 20 individuos por sitio (40 copias génicas),
comparamos la riqueza alélica después de una rarefaccion a un tamafio muestral comun
de g = 40 (g es el numero de copias géenicas). Las poblaciones con menos de 20
individuos no fueron utilizadas en los calculos de riqueza alélica. La riqueza alélica
puede ser mas util que otros parametros (como la diversidad génica) para identificar
procesos historicos como cuellos de botella o introgresion poblacional (Comps et al.
2001, y referencias), ya que la deriva genética afectara mas rapidamente a los alelos
raros que a los alelos mas frecuentes (Nei et al. 1975) resultando en una pérdida de
alelos y posteriormente en pérdida de heterocigosis (Nei et al. 1975, Ellstrand & Ellam
1993, Comps et al. 2001). Para evaluar la ocurrencia de cuellos de botella genéticos se

realizd una regresion entre la riqueza alélica (Agr) y la heterocigosis esperada (Hg)
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(Comps et al. 2001, Quiroga & Premoli 2010). Ademas, Para investigar la relacion que
existe entre la latitud y los distintos parametros de diversidad genética intra-poblacional
se realizd un analisis de regresion multiple utilizando el programa STATISTICA v.7.0
StatSoft, Inc. (2004). El indice de fijacién (F = 1-[Ho/Hg]) de Wright (1931) fue
calculado para cada sitio, y las desviaciones al equilibrio Hardy-Weinberg fueron
testeadas mediante test de chi-cuadrado para cada locus polimorfico. Ademas, para
estimar la tasa de dispersion de N. pumilio mediante polen/semillas se realizaron
estimaciones de la relacion entre flujo polinico/flujo de semillas siguiendo el método
propuesto por Ennos (1994), en el cual la relacion flujo polinico/flujo seminal = (A —
2C)/ C; siendo A = (1/ Dst piparental — 1), Y C = (1/ DsT matemo — 1). Este método compara
el grado de diferenciacion genética entre poblaciones (®st) calculado para marcadores
con distinto tipo de herencia. En este trabajo se utilizaron marcadores nucleares de
herencia biparental (isoenzimas) y de herencia materna (ADNc). En base a los
resultados obtenidos, se estimo la tasa de colonizacion postglacial (metros/afio) que
habria sido capaz de recorrer N. pumilio desde potenciales refugios ubicados al norte de
su distribucion latitudinal hacia las areas mas australes en condiciones oOptimas de
regeneracion 'y establecimiento. Se consider6 que el UMG ocurrio hace
aproximadamente 20.000 afios, y que la distancia a recorrer fue de aproximadamente
1.000 km. Ademas, se considerd una distancia de dispersion de semillas de 100 m desde
el arbol materno, un tiempo generacional de 50 afios y ciclos de produccion abundante

de semillas (semillazon) cada cinco afios.

Para analizar posibles respuestas diferenciales con la latitud a las glaciaciones y
asumiendo que los grupos arrojados por el analisis filogenético determinan que las
poblaciones de N. pumilio a distintas latitudes tuvieron historias evolutivas diferentes,

las poblaciones fueron clasificadas a priori en dos grupos. Estos correspondieron a los
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dos grandes clados encontrados en el analisis filogenético realizado en base al analisis
de secuencias de regiones no codificantes de ADN del cloroplasto (ver Fig. 11.3). El
grupo Norte incluy6 a todas las poblaciones ubicadas entre los 36 y 42 ° de latitud S,
mientras que el grupo Sur consistié en las poblaciones situadas entre los 42 y los 55° S.
Las caracteristicas genéticas fueron comparadas entre grupos mediante test no
paramétricos de Mann-Withney debido a que los datos no ajustaban una distribucion

normal.

El anélisis jerarquico de la estructura genética en las poblaciones fue realizado
mediante el célculo de los estadisticos F (ver Apéndice 2) con el programa FSTAT
(Goudet 2001) el cual computa estimaciones no sesgadas para el Fst que mide la
divergencia inter-poblacional entre todos los pares de poblaciones (Wright 1965). El
grado de significancia de las estimaciones fue analizado mediante los intervalos de
confianza del 95 y 99% que fueron calculados por permutaciones sobre todos los loci
segun Weir & Cockerham (1984). La diversidad genética total (Hy), la diversidad media
intra-poblacional (Hs) y la diferenciacion inter-poblacional (Gst) fueron calculadas de

acuerdo a Nei (1973).

Analisis a escala de paisaje: se realizaron analisis a escala de paisaje para
comparar los patrones de la distribucion de la variacion genética mediante analisis de
isoenzimas y de ADNCc. Los patrones de estructuracion genética isoenzimatica en N.
pumilio fueros investigados mediante un andlisis de varianza molecular (AMOVA)
utilizando la distancia genética entre individuos de los distintos sitios con el programa
GenAlEx version 6.2 (Peakall & Smouse 2006). Ademas, para analizar la estructuracion
genética a diferentes escalas geogréaficas se realiz6 un analisis de AMOVA jerarquico:

entre regiones, que fueron delimitadas segun los dos clados principales arrojados por el
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andlisis filogenético (norte, entre 36-42° S y sur, entre 42-55° S), entre poblaciones
dentro de cada region y dentro de las poblaciones. La significancia de los valores
globales y jerdrquicos asi como de los pares de @®sr fue calculada mediante
permutaciones con 999 réplicas. Por otro lado, se realizd un analisis espacial de
varianza molecular (SAMOVA) utilizando el programa SAMOVA v. 10

(http://web.unife.it/progetti/genetica/lsabelle/samova.html, Dupanloup et al. 2002). Este

analisis es utilizado para detectar posibles barreras biogeogréaficas que impiden el flujo
génico entre las poblaciones muestreadas. Maximiza el valor de Fcr (variabilidad entre
grupos) agrupando las poblaciones mas similares genéticamente que estén
geograficamente adyacentes. EIl andlisis se basé en 100 simulaciones de pasos de
anidamiento e indicadores de méaxima diferenciacion genética (valores de Fcr) fijando
el nimero de grupos desde K = 2 hasta K = 41 (siendo 41 el ndmero total de sitios
muestreados). Por ultimo, se utilizd el programa Alleles in Space (Miller 2005) para
realizar graficos de superficie tridimensionales que representan los patrones de
distribucion de las distancias genéticas (eje de coordenadas Z) a lo largo del total del
paisaje analizado en el estudio (ejes de coordenadas X e Y). El analisis se repitid
utilizando distintos tamafios de grilla (20 x 20, 50 x 50, 100 x 100) y utilizando distintos

valores de peso (a = 0,5 hasta a = 2) para evitar interpretaciones erréneas de los datos.

3.6. Resultados

Frecuencias alélicas y distribucion de alelos raros: Se determind el genotipo de
un total de 1183 individuos pertenecientes a 41 poblaciones distribuidas a lo largo del
rango de distribucion latitudinal de N. pumilio (Fig. Ill.1). Siete de los ocho loci

analizados resultaron polimorficos en al menos una de las poblaciones, incluyendo:


http://web.unife.it/progetti/genetica/Isabelle/samova.html
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Adnhl, Aldl, Idhl, 1dh2, Mdh2, Mdh3, y Pgi2. Las poblaciones analizadas resultaron
altamente heterogéneas en sus frecuencias alélicas, las cudles difirieron
significativamente (P < 0.05) entre las poblaciones de ambos grupos para cinco de los
seis test posibles en el grupo Norte, y para todos los siete loci en el grupo Sur (Tabla
[11.3). Hubieron dos alelos unicos (Idh1-3 y Idh1-4) que s6lo estaban presentes en una
poblacion del Sur en Tierra del Fuego (poblacion LA). Dos alelos (Adhl-1 y Idh2-1)
son compartidos Unicamente por dos poblaciones del grupo Sur. Otros dos alelos de baja
frecuencia (Adhl-3 y Mdh2-3) estuvieron presentes en una Unica poblacion del Norte
(BMH) y dos poblaciones del Sur (ARE y MAL), mientras que al alelo Ald1-1 se lo
encontr6 ampliamente distribuido en las poblaciones del Norte, pero estaba presente
s6lo en dos poblaciones del sur (TOL y DES). Por el contrario, tres alelos (Idh2-3, 1dh2-
4, y Mdh2-1) se encontraban ampliamente distribuidos en las poblaciones del Sur, pero
solo estaban presentes en una unica poblacion del Norte (EPU). Llamativamente, el
alelo Pgi2-3 es compartido por solo seis poblaciones localizadas hacia el este: cuatro

pertenecen al grupo Sur (RIV, CTS, TN y SP) y dos al grupo Norte (CHP y CHB).

Diversidad genética y endogamia: los patrones de diversidad genética fueron
heterogéneos a lo largo del gradiente latitudinal. Las poblaciones del Sur presentaron
mayor diversidad genética que las poblaciones del Norte para todos los parametros de
diversidad genética calculados (Tabla 111.4). Sin embargo, estas diferencias solamente
resultaron significativas para los parametros Ar y Ho (test de Mann-Whitney: Z 1 30) = -
2,31, P =0,019 y Zg1130) = -2,25; P = 0.023 respectivamente). Los analisis de regresion
multiple dieron como resultado un incremento significativo (P < 0,01) del ndmero
efectivo de alelos (Ag, r* = 0,46), riqueza alélica (Ag, r* = 0,61) y heterocigosis
observada (Ho, r*= 0,40 y He r* = 0,43) con la latitud (Tabla 111.5; Fig. 111.3). El analisis

para inferir si las poblaciones analizadas han sufrido cuellos de botella arrojé una
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relacién significativa (r? = 0,25; Fa39 = 13,157; P < 0,001) entre la riqueza alelica y la
heterocigosis esperada. Sin embargo, algunas poblaciones del sur mostraron un exeso de
alelos para una dada heterocigosis, mientras que en la mayoria de las poblaciones del
norte la riqueza alélica se encontraba por debajo de la media, indicando cuellos de
botella en dichas poblaciones (Fig. 111.4). En promedio los indices de fijacion (F)
arrojaron estimaciones significativas positivas (Tabla 111.6). La desviacién del equilibrio
Hardy-Weinberg fue rechazado en un 40% de los 108 test realizados. Las poblaciones
del Sur fueron las que presentaron menor proporcion de loci con indices de fijacion no-
significativos en relacion a las poblaciones del Norte (65 y 58%, respectivamente), lo
que indica un exceso de heterocigotas para los loci analizados en esos sitios. Las
estimaciones de los niveles de dispersién del polen y semillas de N. pumilio resultaron
en que el flujo génico por polen es 100 veces mayor que el flujo génico por semillas
(flujo polinico/ flujo seminal = 96). Ademas, la tasa de migracion por semillas en
condiciones Optimas de regeneracion y establecimiento resulto en 0,4 m por afio,
mientras que la migracion anual via polen fue de 40 m. En base a estos resultados, y
considerando que el UMG ocurrié hace aproximadamente 20.000 afios, N. pumilio
habria sido capaz de recorrer como méaximo unos 800 km (via polen) siendo la

dispersion por semillas 100 veces menor.

Estructura genética poblacional: el analisis jerarquico de la estructuracion
poblacional mediante los estadisticos F (Tabla 111.7) dio como resultado en promedio
una divergencia inter-poblacional significativa y positiva (Fst + DS = 0,20 + 0,03;
intervalo de confianza (IC) del 95% = 0,138 — 0,232). También se encontraron valores
significativos de Fst dentro de cada grupo. Las poblaciones del Sur alcanzaron valores
promedio significativamente mayores (Fst = 0,217 £ 0,02; IC 95% = 0,166 — 0,243) que

las poblaciones del Norte (Fst = 0,059 + 0,04; IC 95% = 0,019 — 0,159) lo que fue
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confirmado por las diferencias significativas encontradas para los pares de Fst entre las

poblaciones de los distintos grupos (Mann-Whitney: Z = -3,83; P < 0,001). La

diversidad genética total medida con los estadisticos de Nei (Tabla 111.7) fue baja (Hr

0,089), que en su mayoria se encontraba distribuida dentro de las poblaciones (Hs
0,072). Las poblaciones del Sur presentaron una mayor diversidad genética total (Ht =
0,103) que las poblaciones del Norte (Hr = 0,047) (N-S: t; = 0,46; P = 0,662; test t

pareado por locus).

Analisis a escala de Paisaje: los resultados de AMOVA para los andlisis
isoenzimaticos muestran una estructuracion genética significativa (Tabla 111.8). El valor
global de @<t fue para isoenzimas de 0,338 (P = 0,001) y los valores de los pares de
&g7 variaron entre 0,000 y 0,733, siendo el 82 % de esos valores significativamente
diferentes de cero. El analisis de AMOVA jerarquico fue significativo (P = 0,001) para
todos los niveles analizados (Tabla 111.8). Sin embargo, la estructuracion genética entre
las regiones norte y sur (@grt = 0,021) fue un orden de magnitud menor que el
encontrado para los otros niveles jerarquicos, los cuales representan la subdivision entre
poblaciones dentro de regiones (®@sg = 0,331) y entre poblaciones (®@st = 0,346). Los
estadisticos F arrojaron resultados similares de una diferenciacion poblacional de
aproximadamente 20 — 30 % (Fst = 0,197; &< = 0,346). El analisis de SAMOVA no
pudo identificar grupos de maxima diferenciacion isoenzimatica entre los sitios de N.
pumilio. Probablemente las mayores tasas de flujo génico isoenzimatico (herencia
biparental, polinizacién por viento) en comparacion con el ADNc (herencia materna,
dispersion restringida de semillas) en N. pumilio (ver discusion general, Capitulo VI)
han desdibujado la potencial estructura genética a ser detectada mediante analisis de

SAMOVA. Este tipo de analisis requiere que las tasas de flujo génico dentro de los
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grupos sea al menos 1000 veces mayor que la tasa de flujo génico entre grupos

(Dupanloup et al. 2002), y esto no se cumple en el caso de las isoenzimas en N. pumilio.

Los resultados de los analisis de interpolacion de las distancias genéticas en el
paisaje mediante graficos de superficie muestran una zona de mayor diferenciacion
genética a latitudes intermedias (42 — 43° S) de la distribucion de N. pumilio indicando
una probable barrera al flujo génico (Fig. 111.5). Ademéas se encontraron otras
discontinuidades genéticas a los 46 y 50° S, respectivamente (Fig. 111.5). Ademas, el
grafico de superficies muestra que las distancias genéticas mediadas por marcadores
isoenziméaticos fueron mayores hacia el centro de la distribucién, y decrecian
gradualmente hacia los extremos norte y sur. Se obtuvieron graficos similares utilizando

distintos tamarios de grilla y distintos valores de peso.

3.7. Discusion

Nothofagus pumilio presenta una baja diversidad genética estructurada
latitudinalmente. La marcada heterogeneidad en las frecuencias alélicas evidencia una
divergencia a largo plazo que permitié la acumulacion de mutaciones entre poblaciones
distantes latitudinalmente. Los parametros de diversidad genética intra-poblacional
aumentan hacia las latitudes australes mas frias, inclusive la riqueza alélica resulto ser
mayor que la heterocigosis esperada, la cual se hubiera esperado que se viera afectada
por cuellos de botella genéticos en areas de mayor influencia glaciaria. En latitudes
templado-célidas de la Patagonia norte, la presencia de glaciares alpinos erosivos
(Thompson et al. 2007) probablemente haya limitado la supervivencia de esta especie

de montafia durante los periodos glaciarios. Sin embargo, N. pumilio habria podido
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persistir como bosques aislados en pequefias poblaciones. Ademas, la competencia con
otras especies lefiosas habitando zonas bajas, incluyendo otros Nothofagus
mesotérmicos, podria haber restringido la migracion local de N. pumilio durante las
edades de hielo. Por lo tanto, las poblaciones relativamente empobrecidas
genéticamente del norte sufrieron los efectos de la deriva genética debido a disminucion

de los tamafios poblacionales y migraciones altitudinales.

La mayor diversidad genética en términos de riqueza alélica y heterocigosis en
el Sur sugiere que las poblaciones de N. pumilio habrian persistido localmente a lo largo
del tiempo. Dada la limitada dispersién de semillas de N. pumilio, es poco probable
pensar que la elevada diversidad genética encontrada en el Sur podria ser el resultado de
una migracién a larga distancia después del dltimo méaximo glacial (UMG) en el
Pleistoceno a partir de poblaciones fuente ubicadas mas al norte. La estimacion de la
tasa de migracion postglaciaria basada en el flujo polinico resultdo en que N. pumilio
habria avanzado solamente unos 800 km desde el UMG, lo cual es mucho menor al
rango ocupado actualmente por la especie. Por lo tanto los datos obtenidos para N.
pumilio no apoyarian la hipétesis de que las poblaciones australes se habrian extinguido
por la gran extension de las superficies cubiertas de hielo y que estas areas habrian sido
recolonizadas posteriormente a partir de poblaciones ubicadas mas al norte. Por el
contrario los datos presentados sugieren que las poblaciones de N. pumilio habrian
sobrevivido a los periodos glaciarios en multiples areas libres de hielo ubicados en
distintos puntos a lo largo del rango de distribucion. Sin embargo, es probable que el
uso de marcadores moleculares hipervariables en estudios a escala local permita una
reconstruccion mas precisa y ubicacion de refugios de N. pumilio en Patagonia. De la
misma manera, alta diversidad genética fue encontrada en poblaciones australes de

coniferas endémicas de los bosques Magallanicos como la Cupresaceae Pilgerodendron
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uviferum (Premoli et al. 2002) y la Podocarpaceae Podocarus nubigena (Quiroga 2009)
lo que fue interpretado como evidencia de persistencia local en multiples refugios,
algunos de los cuales se habrian ubicado hacia los limites sur de distribucion de estas

especies (Premoli et al. 2000b).

Los analisis de interpolacion de las distancias genéticas en el paisaje
evidenciaron la ausencia de barreras geograficas entre las poblaciones del norte. Esto
podria estar sugiriendo que se ha mantenido un elevado flujo génico entre dichas
poblaciones o que las barreras son tan recientes que no han podido ser detectadas por
los patrones isoenzimaticos (Latta 2006). Por el contrario, se encontraron barreras hacia
el sur a los 43, 46 y 50° S. En latitudes australes, se cree que la actividad glaciaria tuvo
poca eficiencia erosiva, e incluso se sugiere la presencia de suelo congelado
(permafrost) libre de hielo (Thomson et al. 2007). Ademas, el registro polinico muestra
la presencia continua de polen de Nothofagus en latitudes australes, entre 50 y 51° S, en
areas cercanas a los limites del hielo (Villa-Martinez & Moreno 2007, Mancini 2009).
Por esta causa, podemos especular que las poblaciones del sur probablemente han
consistido de poblaciones relativamente grandes y panmicticas, que han permanecido
aisladas unas de otras a lo largo del tiempo las cuales habrian entrado en contacto mas
recientemente. Un modelo del nicho ecoldgico de la distribucion de N. pumilio durante
el UMG muestra la existencia de areas libres de hielo en el Este que son apropiadas para
la ocurrencia de la especie hacia el norte y al sur de los 43° S (A.C. Premoli & T.
Kitzberger, en revision) lo cual confirmaria que se trata de un area de contacto
secundario. Ademas, la discontinuidad genética encontrada a los 43° S podria estar
reflejando la estructura genética antigua evidenciada mediante ADNc (ver Capitulo 11,
Fig. 11.7). Por el contrario, en un estudio realizado en otra especie ampliamente

distribuida del subgénero Nothofagus las areas de alta diversidad genética en areas
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cercanas a los 42° S han sido interpretadas como refugios glaciarios (Pastorino et al.
2009). Por otro lado, los picos de divergencia genética encontrados a los 46 y a los 50°
S podrian estar relacionados con las caracteristicas topograficas de estas areas. Los
campos de hielo actuales se encuentran entre los 46 y los 50 grados, presentando una
discontinuidad entre el campo de hielo norte y el campo de hielo sur aproximadamente a
los 48° S. Por lo tanto, los picos de divergencia genética mostrados en el analisis de
paisaje (AIS) estarian indicando zonas de sutura entre poblaciones que han permanecido
aisladas temporalmente y que en el presente representan areas boscosas continuas. En
consecuencia, se podria postular la existencia de al menos tres grandes areas de refugio

ubicadas al norte de los 46° S, cerca de los 48° S y al sur de los 50° S.

El acervo genético empobrecido de N. pumilio es el resultado de una persistencia
a largo plazo en ambientes de altura y a altas latitudes y que ha sufrido los efectos de la
deriva genetica y el aislamiento a lo largo de su historia evolutiva (Premoli 1998, 2003).
Sin embargo, N. pumilio ha mostrado la capacidad de adaptarse a los gradientes de
altura y por lo tanto ha podido acompanfar las fluctuaciones climéticas. Por lo tanto, las
diferencias genéticas medidas en caracteres cuantitativos en el jardin comun (Premoli &
Brewer 2007, Premoli et al. 2007) probablemente son reflejo de adaptaciones
relativamente recientes a los cambios climaticos ocurridos en los Andes australes desde
el Mioceno que involucraron el desarrollo de gradientes abruptos de temperatura y
precipitacion con la altitud y longitud, respectivamente (Ortiz-Jaureguizar & Cladera
2006). En el Capitulo IV de esta tesis se realizd un estudio a escala local sobre los
efectos que tuvieron los distintos modos de regeneracion a lo largo del gradiente
altitudinal sobre la estructura genética fina de N. pumilio, mediante el uso de

marcadores nucleares isoenzimaticos e hipervariables de microsatélites.
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3.8. Tablasy Figuras
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Tabla I11.1. Caracteristicas geogréficas de los 41 sitios muestreados de Nothofagus

pumilio en Patagonia y nimero total de individuos analizados.

No. Sitio ID Coordenadas Altitud N
1 Lagunas de Epulafquen, NQN  EPU  36°51° S, 71°04° W 1663 30
2 Paso Icalma, NQN ICA 38°48°S,71°16° W 1298 31
3 Volcan Batea Mahuida, NQN  BMH 38°50° S, 71°13° W 1500 31
4 Lago Moquehue, NQN MOQ 39°00’S, 71°22° W 1275 31
5 Lago Rucachoroi, NQN RCH 39°14°S,71°13° W 1380 32
6 Paso Tromen, NQN TRO 39°35°S,71°25° W 1125 32
7 Cerro Chapelco, NQN CHP 40°11°S,71°18 W 1375 33
8 Paso Cordoba, NQN CBA 40°35’S,71°09° W 1237 31
9 Cerro Challhuaco, RNE CHB 41°15 S,71°16°W 1325 30
10 Cerro Perito Moreno, RNE PMO 41°47°S,71°33° W 990 30
11  Cerro Piltriquitrén, RNE PON 41°58’S,71°28 W 1250 30
12 Cerro La Hoya, CHU LHY 42°50°S,71°15° W 1275 30
13 Lago Vintter, CHU VIN  43°58S,71°31’ W 950 29
14  El Portezuelo, SCR PTZ 46°04’S,71°41°’ W 1001 30
15  Arroyo Canalele, SCR CAN 46°55°S,71°51°’ W 1087 30
16 Monte San Lorenzo, SCR SLZ 47°45°S,72°21°’ W 1100 24
17 Cerro Le6n, SCR LEO 47°47°S,72°07° W 890 30
18  Lago Azara, SCR AZA 47°50°S,72°16° W 900 19
19  Rivera, SCR RIV  47°56”S,72°22° W 850 13
20  Lago Burmeister, SCR BUR 47°57°S,72°07" W 910 35
21 Lago del Desierto, SCR DES 49°04’ S, 72°53° W 457 29
22  Chaltén Seco, SCR CTS 49°12°S,72°57" W 454 30
23  El Chaltén, SCR CTN 49°16°S,72°57" W 687 11
24 Lago Onelli, SCR ONI  50°06’S,73° 18 W 196 21
25  Lago Grey, RXII GRE 51°08’S,73°07° W 60 23
26 Monte Alto, RXII MAL 52°05° S, 71°51° W 292 30
27 Punta Arenas, RXII ARE 53°17°S,71°03° W 162 27
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Tabla I11.1. (Continuacion...)

No. Sitio ID Coordenadas Altitud N
28 Paso Radman, TDF PR 54°02° S, 68°45° W 188 30
29  Lago Blanco, TDF LB 54°03° S, 68° 57 W 123 30
30 Sector Vicufa, TDF SV 54°19° S, 68°48° W 426 30
31 San Pablo, TDF SP 54°20° S, 66°40° W 84 30
32 Tolhuin Norte, TDF TN 54°22° S, 67° 14 W 152 30
33  Tolhuin, TDF TO 54°24° S, 67° 14 W 70 31
34  Estancia Maria Luisa, TDF ML  54°29°S, 66°27° W 39 30
35  Estancia La Correntina, TDF LC 54°31° S, 66° 56> W 33 30
36 Estancia Los Alamos, TDF LA 54°36’ S, 67°23° W 52 30
37  Paso Garibaldi, TDF PG 54°41° S, 67°49° W 393 32
38  Glaciar Martial, TDF VM  54°47° S, 68°22° W 312 32
39  Lago Roca, TDF LR 54°48’ S, 68° 35 W 30 32
40 Bahia Brown, TDF BB 54°52° S, 67°26° W 80 30
41 Rio Cambaceres, TDF RC 54°53°S,67°12° W 32 32

Las abreviaturas NQN, RNE, CHU, SCR y TDF corresponden a las provincias

Argentinas de Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz, y Tierra del Fuego,

respectivamente; RXII indica la Regidén de Magallanes en Chile.
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Tabla I11.2. Sistemas buffer, condiciones de electroforesis y enzimas reveladas en
Nothofagus pumilio. P y M representan el nimero de loci putativos polimorficos y

monomorficos, respectivamente.

Buffer ) Tiempo de
] Corriente ) )
Sistema corrida Enzimas P M
Gel Electrodo (mA)

(h)

Adh 1 0
Ac. Citrico- Ac. Citrico -

Ald 1 0

MC Morfolina, Morfolina, 20 6
Heg Heg Idh 2 0
P P Mdh 2 1

Tris - Ac. Ac. Borico -
CB Citrico, NaOH, 35 5 Pgi 1 0
pH~8,8 pH~8
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Tabla I11.3. Frecuencias alélicas para todos los loci analizados de Nothofagus pumilio en 11 sitios del Norte (a) y 30 sitios del Sur (b) en Patagonia. *

indica diferencias significativas (P < 0,05, test de chi-cuadrado) en las frecuencias alélicas para los loci polimorficos.

Adhl Aldl Idhl 1dh2 Mdh1 Mdh2 Mdh3 Pgi2
a) Sitio
1 2 3 1 2 3 2 3 4 1 2 3 4 2 1 2 3 2 3 1 2 3

EPU 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,667 0,183 0,150 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000

ICA 0,000 1,000 0,000 0,040 0,960 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,984 0,016 0,081 0,919 0,000
BMH 0,000 1,000 0,000 0,61 0,839 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,032 0,952 0,016 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
MOQ 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,903 0,097 0,081 0,919 0,000
RCH 0,000 1,000 0,000 0,000 0,85 0,141 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,984 0,016 0,141 0,859 0,000
TRO 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,875 0,125 0,063 0,938 0,000
CHP 0,000 1,000 0,000 0,030 0924 0,045 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,909 0,091 0,083 0,883 0,033
CBA 0,000 1,000 0,000 0,065 0,93 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,952 0,048 0,065 0,935 0,000
CHB 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,967 0,033 0,033 090 0,017
PMO 0,000 1,000 0,000 0,083 0,967 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,883 0,117 0,050 0,950 0,000
PQN 0,000 0,967 0,033 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,967 0,033 0,000 1,000 0,000

X 20,794* 106,088* 213,597* 30,133 27,055* 38,902*
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Tabla 111.3. (Continuacion ...)
Adhl Aldl Idhl 1dh2 Mdh1 Mdh2 Mdh3 Pgi2
b) Sitio
1 2 3 1 2 3 2 3 4 1 2 3 4 2 1 2 3 2 3 1 2 3

LHY 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,00 0,000 0,000 0,633 0,267 0,100 1,000 0,117 0,883 0,000 0,933 0,067 0,000 1,000 0,000
VIN 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,862 0,069 0,069 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,017 0,983 0,000
PTZ 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,983 0,017 0,000 1,000 0,350 0,650 0,000 0,617 0,383 0,000 1,000 0,000
CAN 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,983 0,017 0,000 1,000 0,483 0,517 0,000 0,567 0,433 0,000 1,000 0,000
SLZ 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,021 0,979 0,000
LEO 0,000 1,000 0,000 0,000 0,712 0,288 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
AZA 0,000 1,000 0,000 0,211 0,789 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,026 0,974 0,000
RIV 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,962 0,038
BUR 0,000 1,000 0,000 0,000 0,875 0125 1,000 0,000 0,000 0,000 0,803 0,121 0,076 1,000 0,300 0,700 0,000 0,971 0,029 0,014 0,98 0,000
DES 0,172 0,828 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,138 0,724 0,138 0,000 1,000 0,448 0,552 0,000 0,655 0,345 0,034 0,966 0,000
CTS 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,333 0,667 0,000 0519 0481 0409 0,273 0,318
CTN 0,000 0,95 0,045 0,000 0,750 0,250 1,000 0,000 0,000 0,091 0591 0,318 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,682 0,318 0,045 0,955 0,000
ONI 0,000 0,833 0,167 0,000 0,706 0,294 1,000 0,000 0,000 0,190 0,810 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,405 0,595 0,000 1,000 0,000
GRE 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,196 0,196 0,609 0,000 1,000 0,130 0,870 0,000 1,000 0,000 0,022 0,978 0,000
MAL 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,217 0,667 0,117 0,000 1,000 0,083 0,750 0,167 1,000 0,000 0,050 0,950 0,000
ARE 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,037 0,833 0,130 0,000 1,000 0,019 0,852 0,130 1,000 0,000 0,037 0,963 0,000
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Tabla 111.3. (Continuacion ...)
Adhl Aldl 1dhl 1dh2 Mdh1 Mdh2 Mdh3 Pgi2
b) Sitio
1 2 3 1 2 3 2 3 4 1 2 3 4 2 1 2 3 2 3 1 2 3

PR 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,00 0,000 0,000 0917 0,017 0,067 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,117 0,883 0,000
LB 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,100 0,900 0,000
sV 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,117 0,883 0,000
SP 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,067 0,917 0,017
TN 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,167 0,817 0,017
TO 0,067 0933 0,000 0,000 0,983 0,017 1000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,017 0,983 0,000 0,933 0,067 0,016 0,984 0,000
ML 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,00 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,017 0,983 0,000 1,000 0,000 0,100 0,900 0,000
LC 0,000 1,000 0,000 0,000 0,983 0,017 1000 0,000 0,000 0,000 0,867 0,050 0,083 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,083 0,917 0,000
LA 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0817 0,05 0133 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,050 0,950 0,000
PG 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,875 0,125 0,063 0,938 0,000
VM 0,000 1,000 0,000 0,047 0,953 0,000 1,000 0,000 0,000 0,078 0922 0,000 0,000 1,000 0,031 0,969 0,000 0922 0,078 0,078 0,922 0,000
LR 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,048 0,952 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,790 0,210 0,094 0,906 0,000
BB 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,017 0,983 0,000 0,000 1,000 0,033 0,967 0,000 0,983 0,017 0,050 0,950 0,000
RC 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,109 0,891 0,000 0,906 0,094 0,067 0,933 0,000
X 379,171* 379,617* 190,758* 722,977* 618,462* 407,694* 587,828*
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Tabla I11.4. Parametros de diversidad genética calculados para los dos grupos (Norte y

Sur) analizados de Nothofagus pumilio a lo largo del gradiente latitudinal en Patagonia.

Grupo P N A Ap Ac At AR* P Ho™* He
1,35 1,40 1,06 10,8 0,43 29,6 0,032 0,044
Norte 11 342
(011) (012) (003 (09 (014 (84 (0,015 (0,017)
1,41 1,46 1,13 10,2 1,06 34,2 0,055 0,080
Sur 30 841
(0,19) (0,22) (0,12) (1,5) (0,74) (17,0)  (0,033) (0,061)
) 1,40 1,45 1,11 111 0,89 32,9 0,049 0,070
Poblacion 41 28,9
(0,18) (0,20) (0,11) (1,4) (0,70) (15,3) (0,031) (0,055)
_ 2,75 1,11 22 0,052 0,091
Especie 41 1183 3 2 87,5
(0,89) (0,08) (0,044) (0,070)

P, nimero de sitios/grupo; N, numero de individuos/sitio; A, nimero promedio de alelos

por locus; Ap, nimero de alelos por locus polimorfico; A, nimero efectivo de alelos;

Ag, riqueza alélica corregida con el método de rarefaccion; P, proporcion de loci

polimorficos bajo el criterio sensu stricto; Ho y Hg, heterocigosis observada y esperada,
respectivamente. Las desviaciones estdndar se muestran entre paréntesis.* P < 0.05, test

de Mann-Whitney.
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Tabla I11.5. Regresiones multiples entre la latitud y los distintos parametros de

diversidad genética calculados para Nothofagus pumilio. Solo se muestran las

regresiones significativas (P < 0,05).

2

Variable dependiente r P S t P
Ae 0,46 <0,001 -054 -366 <0,001
Ar 042 <0001 -055 -353 <0,001
Ho 0,40 <0,001 -0,61 -3.88 0,001
He 043 <0,001 -055 -3.56 0,001

Ag, numero de alelos efectivos; Ag, riqueza alélica;

Ho, heterocigosis observada; Hg, heterocigosis esperada.
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Tabla I11.6. indices de fijacion (F) para los grupos (Norte y Sur) de sitios de
Nothofagus pumilio en Sudamérica austral. Se muestran los valores promedio de F
(xDS), el numero de test significativos positivos (+), significativos negativos (-) y no
significativos (n.s.), y el nimero total de test realizados para cada locus. Los porcentajes

por locus se muestran entre paréntesis.

Grupo F + - n.s. Total
Norte 0,255 (0,194) 11 (42%) 0(0%) 15 (58%) 26
Sur 0,170 (0,230) 29 (35%) 0(0%) 53 (65%) 82

Total 0,193 (0,222) 40 (37%) 0(0%) 68(63%) 108
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Tabla I11.7. Endogamia total (F7), dentro (Fs) y entre (Fst) los sitios de Nothofagus

pumilio para cada grupo y el total de los sitios muestreados en Patagonia. Se presentan
los valores promedio (DS) sobre todos los loci y los intervalos de confianza (IC) del 95
y 99%, calculados segin Weir & Cockerham (1984) mediante el programa FSTAT. En

negrita se indican los valores promedio de los estadisticos F que resultaron

significativamente distintos de cero. La diversidad genética se analiza mediante la

diversidad total (Ht), dentro (Hs) y entre (Gsr) los sitios.

Grupo Fir Fis Fst Hy Hs Gst
Norte 0,322 (0,113) 0,280 (0,120) 0,059 (0,036) 0047 0044 0,055
IC 95% 0,155-0,527 0,089-0,483 0,019-0,159
IC99% 0,114-0,622 0,060-0,605 0,014-0,213
Sur 0,454 (0,066) 0,303 (0,077) 0,217 (0,021) 0,103 0,083 0,200
IC 95% 0,334-0,570 0,178-0,453 0,166-0,243
IC99% 0,301-0,611 0,149-0,508 0,142-0,251
Total 0,435 (0,060) 0,296 (0,068) 0,197 (0,027) 0,089 0,072 0,189
IC 95% 0,340-0,559 0,197-0,449 0,139-0,232
IC99% 0,314-0,611 0,173-0,516 0,114-0,237




Capitulo 111 - Variacién isoenzimatica de N. pumilio

119

Tabla I11.8. Resumen del analisis de AMOVA general y jerarquico para los 41 sitios y

para las dos regiones (norte y sur) identificadas por el analisis filogenético de

Nothofagus pumilio. El valor de P fue calculado mediante un anélisis de permutaciones

con 999 réplicas y resultd significativo (P < 0,01) para todos los indices calculados.

Grados de Suma de Cuadrado Varianza
Fuente ) ) ) %
libertad Cuadrados Medio Estimada

Entre-

. 40 593,774 14,844 0,482 34%
Poblaciones
Dentro-

. 1142 1080,416 0,946 0,946 66%
Poblaciones
Total 1182 1674,190 1,428 100%
Entre

) 1 30,300 30,300 0,031 2
Regiones
Entre
Poblaciones
39 563,475 14,448 0,469 32

dentro de
Regiones
Entre

. 1142 1080,416 0,946 0,946 65
Poblaciones
Total 1182 1674,190 1,446 100
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Figura I11.1. Ubicacion geografica de los sitios de Nothofagus pumilio en los bosques
templados de Sudamérica. Para los nombres de los sitios ver Tabla 111.1. La linea roja
indica la reconstruccion del tltimo maximo glaciar (UMG) segun Hollin & Schilling
(1981).
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Figura 111.2. Gel de almiddn con tincion para las enzimas Mdh y Pgi en las cuéles se

muestra la codificacion de los loci y alelos para Nothofagus pumilio.
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Figura 111.3. Riqueza alélica promedio (a) y heterocigosis observada (b) con respecto a

la latitud en 41 sitios analizados de Nothofagus pumilio en Patagonia. El color de los

circulos representan los distintos haplotipos de ADN del cloroplasto encontrados (ver

Cap. 1) Los sitios de la isla de Tierra del Fuego (TDF) son diferenciados de los sitios del

continente.
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Figura I11.4. Riqueza alélica promedio (Ag) en relacion a la heterocigosis esperada (Hg)
para 41 sitios analizados de Nothofagus pumilio en Patagonia. Las lineas punteadas
indican el intervalo de confianza del 95%. El circulo azul indica las poblaciones del sur

y centro, y el circulo rojo la mayoria de las poblaciones norte y centro.
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Figura I11.5. Gréfico de superficie tridimensional de las distancias genéticas (eje Z)

entre sitios en el paisaje estudiado (ejes X e Y) para Nothofagus pumilio. Los nimeros

sobre los picos indican la latitud en que se encuentran (grados Sur).
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7 - Distancia Geneética




4. Capitulo 1V: “Estructura genética a escala espacial reducida en

Nothofagus pumilio refleja el modo de regeneracion predominante en el

gradiente altitudinal”
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4.1. Resumen

La distribucién de la variabilidad genética dentro de las poblaciones de plantas esta
determinada por la combinacion de las caracteristicas de historia de vida de las especies
y por la historia ecoldgica del sitio. En particular, Nothofagus pumilio, considerada
especie dominante de ambientes montafiosos de Patagonia, presenta distintos modos de
regeneracion. En este capitulo se analizo la estructura demogréfica y genética a escala
espacial reducida en pares de sitios ubicados a alturas contrastantes en tres cerros dentro
del Parque Nacional Nahuel Huapi. Se realizé un muestreo espacialmente explicito de
follaje fresco de 90 y 50 ind/sitio para ser analizados utilizando dos tipos de marcadores
moleculares neutros nucleares, isoenzimas y microsatélites. En cada sitio se midieron
didmetros y se tomaron muestras de tarugos para estimar la edad de los individuos. Los
analisis de autocorrelacion espacial, realizados en base a la combinacion de ambos
marcadores genéticos sugieren que la disposicion espacial de los genotipos esta
determinada principalmente por el modo de regeneracion y por la historia de cada sitio.
En sitios de menor altura, predomina la regeneracion por semillas y el principal
limitante para su establecimiento seria la existencia de micrositios favorables. Esto,
junto con la limitada dispersion de las semillas, produce que los individuos se
establezcan en claros abiertos bajo el dosel en sitios cercanos al arbol semillero,
generando grupos familiares estructurados espacialmente. En sitios de mayor altura la
regeneracion es predominantemente vegetativa, debido a la escasa produccion de
semillas lo que produce una mayor homogeneizacidn genética y ausencia de estructura
espacial fina. Sin embargo, en sitios que han sido disturbados recurrentemente, e. g.
sitios postfuego, el establecimiento de semillas ocurrird de manera aleatoria en el
espacio a partir de individuos adultos remanentes borrando asi la estructura genética

preexistente.
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4.2. Introduccion

La combinacion de distintos procesos ecoldgicos y evolutivos determina el
desarrollo de la estructura genética dentro de las poblaciones de plantas. Estos estan
relacionados principalmente con la seleccion por distintos micrositios, el movimiento
restringido de genes por medio de una reducida dispersion del polen y/o semillas, 0 a
diferencias en los parametros genéticos entre las poblaciones locales (Hamrick & Nason
1996). Debido a la condicion sésil de las plantas, estas son mas susceptibles a sufrir los
efectos de los cambios climaticos y responden mediante modificaciones en sus rangos
de distribucion. Para estudiar los patrones genéticos en las poblaciones naturales de
plantas, es necesario no solo realizar estudios a gran escala, sino también a escala local.
Esto es particularmente relevante para entender los procesos que ocurren en las
poblaciones marginales que son las méas expuestas a las presiones de seleccién (Stern &
Roche 1974, Rogers et al. 1999). Distintos ambientes generan distintas presiones de
seleccion y estos, a su vez, determinan de manera directa una marcada heterogeneidad
genética. Muchas veces la heterogeneidad ambiental que ocurre en los gradientes
altitudinales, de precipitacion, y/o temperatura, actda de tal manera que genera barreras
contra el flujo génico, e. g. via efectos sobre la fenologia, incrementando la
diferenciacion genética entre poblaciones aisladas o semi-aisladas (Linhart & Grant
1996). Sin embargo, existen excepciones a estas reglas, por ejemplo en especies que han
sufrido eventos historicos 0 que poseen baja variabilidad genética (Linhart & Grant
1996). La seleccidn natural es la fuerza principal que actta sobre el acervo genético, a
distintas escalas espaciales, favoreciendo el establecimiento de uno u otro genotipo en

determinado ambiente. En presencia de presiones de seleccion fuertes, se puede
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encontrar una marcada diferenciacion genética, incluso cuando los niveles de flujo
génico son elevados (Hirao & Kudo 2004). Ademas, la limitada dispersion del polen y/o
semillas, generard a una agrupacion espacial de individuos relacionados a escalas
espaciales de unos pocos cientos de metros, produciendo una marcada estructura

genética.

El NO de la Patagonia se caracteriza por poseer marcados gradientes
ambientales generados por la presencia de la Cordillera de los Andes. En particular las
marcadas diferencias ambientales como las que ocurren a lo largo del gradiente
altitudinal, restringen severamente la reproduccion y el establecimiento de las especies
de plantas debido a un acortamiento del periodo de crecimiento, a las bajas
temperaturas, y la persistencia prolongada de la cobertura de nieve. Esto juntamente con
un restringido flujo génico dentro y entre poblaciones provocaria un incremento en la
diferenciacion genetica resultando en una compleja estructura genética. Este es el caso
de Nothofagus pumilio (Poepp. et Endle.) Krasser, especie que caracteriza los bosques
montanos y altoandinos de Patagonia. Esta especie presenta una marcada variacion en
las formas de crecimiento a lo largo del gradiente altitudinal. En el extremo inferior del
gradiente altitudinal, la especie crece como arboles erectos formando basicamente
bosques puros, mientras que en el limite altitudinal superior las plantas presentan una
forma achaparrada o de “krummholz” principalmente debido a las condiciones extremas
que presentan dichos sitios (Premoli 2004). La dispersion del polen y semillas en esta
especie es anemofila. Sin embargo, la mayoria de las semillas de N. pumilio caen bajo la
copa del arbol semillero (Rusch 1987), aun en afios de alta produccion la dispersion de
semillas no supera los 110 m en el limite superior del bosque (Cuevas 2000). Ademas,
se pudo documentar que las poblaciones ubicadas a menor altitud producen semillas

mas pesadas y con mayor capacidad germinativa que las poblaciones ubicadas cerca del
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limite altitudinal superior del bosque (Premoli 2004). Por otro lado, se encontré que en
esta especie existe regeneracion en claros, principalmente en poblaciones ubicadas hacia
el limite altitudinal inferior. El establecimiento de las plantulas ocurre principalmente en
micrositios con altos niveles de humedad (Heinemann et al. 2000), lo que podria
contribuir a una marcada estructuracién genética poblacional a escalas espaciales
reducidas. Sin embargo, N. pumilio tendria cierta capacidad de formar banco de
plantulas (K. Heinemann, Comunicacion Personal) pudiendo ser considerada
relativamente sombra-tolerante y podria tener un establecimiento mas continuo bajo el
dosel cuando las condiciones son favorables pudiendo disminuir el grado de
estructuracion genética. Por el contrario, hacia el limite altitudinal superior, el
establecimiento por semillas sucede ocasionalmente (Martinez-Pastur et al. 1997,
Barrera et al. 2000, Cuevas 2000, Premoli 2004), siendo predominante la regeneracion
en forma vegetativa (Martinez-Pastur et al. 1997) en respuesta a disturbios a gran
escala, lo que podria producir una mayor homogeneidad genética entre los individuos en

estas poblaciones.

La estructura espacial fina analizada en otras dos especies de Nothofagus
sudamericanas ha demostrado las consecuencias genéticas en relacion a la historia del
disturbio. Se analizd la estructuracion espacial de la diversidad genética a escalas
menores a los 100 m en respuesta distintos tipos de regeneracion y/o hébitat. N.
dombeyi, que es una especie sombra-intolerante, presenta una estructura genética
significativa a escalas menores a los 100 m como resultado del establecimiento local de
semillas provenientes de un mismo arbol semillero en pequefios claros abiertos bajo el
dosel de bosques maduros (Premoli & Kitzberger 2005). Por el contrario, el
establecimiento posfuego de N. dombeyi produce rodales empobrecidos y homogéneos

genéticamente (Premoli & Kitzberger 2005). En cambio, N. antarctica, que es una
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especie rebrotante, ha revelado una marcada estructura genética compleja a distancias
menores a los 50 m que se mantiene a largo plazo por rebrote y un establecimiento

ocasional de semillas (Premoli & Steinke 2008).

Estudios realizados en N. pumilio mediante el andlisis de marcadores
isoenzimaticos muestran la existencia de diferencias genéticas a lo largo del gradiente
altitudinal. Se encontré una disminucion de la variacion genética con la altura reflejando
un mayor éxito reproductivo y flujo génico en poblaciones ubicadas a baja altitud
(Premoli 2003). Sin embargo, no se ha evaluado hasta la fecha el tipo de
establecimiento en relacion con la dindmica poblacional y con la estructura genética a

escalas espaciales reducidas para N. pumilio.

4.3. Objetivos particulares

El objetivo de este capitulo es evaluar como el modo de establecimiento afecta la
estructura genética fina (distribucion espacial de los genotipos) de N. pumilio a lo largo

del gradiente altitudinal mediante el uso de marcadores isoenzimaticos y microsatélites.

4.4. Hipotesis particulares

Las hipdtesis y predicciones planteadas en este capitulo fueron las siguientes:
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H4.1) El régimen de disturbios afecta los patrones de establecimiento de N.

pumilio.

P4.1.1) Rodales que posean evidencias de disturbios a gran escala como fuego
mostraran una estructura etaria y distribucion de didmetros homogénea que
reflejen la existencia de individuos establecidos a partir de escasos &rboles

remanentes que regeneraron el sitio.

P4.1.2) Rodales maduros mostraran una estructura de edades y diametros
correspondientes a bosques con regeneracién en claros y/o micrositos favorables

para el establecimiento.

H4.2) El modo de regeneracion y la historia del disturbio se reflejara en la

estructura genética a escalas espaciales reducidas.

P4.2.1) En rodales donde predomina la regeneracion en claros producidos
bajo el dosel por medio del establecimiento local de semillas, se generara

una marcada estructura poblacional.

P4.2.2) En el limite altitudinal superior, predomina la regeneracion
vegetativa en respuesta a disturbios a gran escala resultando en una

mayor homogeneidad genética y una escasa estructuracion espacial.
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4.5. Materiales y Métodos

Sitios de estudio: Para estudiar la estructura genética a escala local, se realizé un
muestreo espacialmente explicito en pares de sitios ubicados en condiciones
contrastantes del gradiente altitudinal en distintos cerros dentro del Parque Nacional
Nahuel Huapi (Fig. IV.1). Dichos sitios son: el Cerro Challhuaco (41° 15° S; 71° 18’ O),
el Cerro Lopez (41° 06° S; 71° 33° O) y el Cerro Otto (41° 08°S; 71° 21°0), donde
anteriormente se han realizado estudios de variacion altitudinal en los patrones de
distribucién de los polimorfismos genéticos para N. pumilio (Premoli 2003). Los sitios
fueron elegidos en los extremos del gradiente altitudinal (Tabla 1V.1): para el Cerro
Challhuaco a 1684 m s.n.m. (CHA) y 1042 m s.n.m. (CHB); para el Cerro Lépez a 1563
m s.n.m. (LOA) y 1213 m s.n.m. (LOB); y para el Cerro Otto a 1406 m s.n.m. (OTA) y

1208 m s.n.m. (OTB).

Disefio de muestreo espacialmente explicito: Este tipo de muestreo permite
determinar el grado de agrupamiento, si es que existiera, entre organismos a escalas
espaciales reducidas, es decir a escalas de cientos de metros. En cada sitio, se trabajo en
parcelas de 1 ha. Los éarboles fueron muestreados en 10 sub-parcelas de
aproximadamente 10 x 10 m ubicadas al azar dentro de un area total de 1 ha (Fig. 1V.2).
Dentro de cada sub-parcela se tomaron muestras de follaje fresco de nueve individuos
adultos para el analisis mediante isoenzimas, N = 90 individuos/sitio. De estos nueve
individuos colectados por subparcela, cinco fueron analizados con microsatélites. Las
muestras fueron mantenidas refrigeradas hasta ser procesadas en el laboratorio. La
extraccion de enzimas a partir de follaje fresco siguio el mismo protocolo del Capitulo
Il (ver a continuacion). Luego las hojas frescas fueron congeladas con nitrogeno

liquido y luego fueron almacenadas en freezer a -70° C hasta su posterior extraccién de
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ADN vy analisis de microsatélites. La combinacion de ambos tipos de marcadores nos
permitié obtener suficiente variacion para testear hipdtesis a escala espacial fina, debido

a que N. pumilio posee un polimorfismo isoenzimatico limitado (Premoli 1998, 2003).

Para determinar la dindmica de cada rodal se extrajeron muestras con barreno de
incremento (tarugos) de 1-3 individuos por sub-parcela. Dado que muchos de los
individuos presentaron centros degradados, en este trabajo las edades informadas son
edades minimas. En el laboratorio, los tarugos fueron montados sobre varillas de
madera, lijados con lijas de densidad creciente de 360 a 520 grs, y se contd el nimero
de anillos de crecimiento (Schweingruber 1988) bajo lupa bifocal de 40 aumentos
(Leica). Adicionalmente se midi6 el didmetro a la altura del pecho (DAP) de cada
individuo, y se registr6 su posicion en los ejes de coordenadas XY dentro de la parcela

de 1 ha con una precision estimada de 1 m.

Analisis de isoenzimas: se utilizo la técnica de electroforesis isoenzimatica sobre
geles de almidon 12% p/v (Starch Art Corporation). La extraccion se realizé segun la
metodologia de Premoli (1996) con el buffer de extraccion de Mitton et al. (1979) y los
homogenatos fueron almacenados en freezer a —70° C hasta el momento de la
realizacion de las corridas electroforéticas. El protocolo de isoenzimas para N. pumilio
ha sido optimizado oportunamente y utilizado en estudios previos de la especie (Premoli
1998, 2003) y ya han sido explicado ademas en el Cap. Il. Se analizaron cuatro sistemas
enzimaticos que codificaron para 6 loci putativos que se resolvieron de la siguiente
manera: isocitrico deshidrogenasa (Idh2), malato deshidrogenasa (Mdh1, Mdh2, Mdh3)
y shikimato deshidrogenasa (Skdhl) en el buffer morfolina-citrato de Ranker et al.
(1989), mientras que la enzima fosfoglucoisomerasa (Pgi2) fue analizada en el sistema

B modificado de Conkle et al. (1982) (Tabla I1V.2). Para cada sistema enzimatico, los
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loci y los alelos fueron numerados sucesivamente del méas anddico al mas catédico (Fig.

IV.3).

Anélisis de microsatélites: la extraccion de ADN se realizd utilizando el método
de CTAB (Doyle & Doyle 1990) modificado para plantas con alta concentracion de
polisacaridos (ver Apéndice 11.1). Las concentraciones de ADN vy el tamafio de los
fragmentos fueron estimados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y comparados
con marcadores de peso molecular de 1 kb (Fermentas). Se probaron distintos loci de
microsatétiles que han sido desarrollados anteriormente para otras especies de
Nothofagus (Jones et al. 2004, Azpilicueta et al. 2004, Marchelli et al. 2008). La
transferencia de iniciadores y optimizacion de la técnica de PCR para microsatélites en
N. pumilio ya ha sido desarrollada por M. Arbetman en el Laboratorio Ecotono
(Comunicacion Personal). Los loci ncutas04 (Jones et al. 2004) y NnBIO111 (Marchelli
et al. 2008) fueron seleccionados para los posteriores analisis en N. pumilio, ya que
dieron productos de amplificacion confiables y mostraron un numero de alelos
considerable (entre 4 y 6 alelos). Las reacciones de amplificacion de ADN se realizaron
mediante la técnica de reaccion de polimerasa en cadena (PCR). La mezcla de reaccion
de la PCR contenia en cada tubo: 1,5 uL de extracto de ADN, 1 uL de buffer de
reaccion 10x (Invitrogen), 0,4 uL de solucion de MgCl, 50 mM, 0,25 mM de cada
dNTP, 0,5 uM de cada iniciador, y 1 U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen), en un
volumen total de 10 uL. Los tubos fueron incubados en un termociclador (Applyed
Biosystems) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial por 5 min a 94° C;
luego 35 ciclos (desnaturalizacidn por 30 seg. a 94° C; anclaje del iniciador por 30 seg.
a 57° C; extension por 1,5 min a 72° C), una extensioén final por 30 min a 72° C. La
determinacion del genotipo de cada individuo (genotipado) se realiz6 mediante el

analisis de los fragmentos obtenidos por PCR con el secuenciador automatico ABI-
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PRISM 3100-avant en el Laboratorio Ecotono (Fig. 1V.4). Esta técnica consiste de
electroforesis capilar y deteccién por fluorescencia de los fragmentos de ADN
amplificados mediante el uso de iniciadores marcados con fluorocromos. Las muestras
amplificadas con los iniciadores marcados fueron preparadas para su secuenciacion
realizando una mezcla que contenia: 0,5 puL de producto de PCR, 8 uL de formamida
(Hi-Di™ Formamide, Genetic Analysis Grade, Applied Biosystems), y 0,08 pL de
marcador de tamafio (Gene Scan"™-500L1Z™ Size Standard, Applied Biosystems). La
vision y lectura de los datos se realiz6 mediante el uso del programa GeneMapper®
v3.7 (Applied Biosystems) y la determinacion de los genotipos se realiz6 manualmente

(Fig. IV.3).

Analisis de datos: La estructura etaria y diamétrica para cada sitio fue evaluada
en clases de 10 afios/cm. Ademas, para evaluar la relacion entre el diametro y la edad en
las plantas de arriba y de abajo se realizd una regresion linear simple con el programa
STATISTICA v7.0 StatSoft, Inc. (2004). Para evaluar los niveles de diversidad genética
para isoenzimas (N = 90) y microsatélites (N = 50) los distintos sitios (arriba y abajo)
dentro de cada cerro fueron analizados por separado. En base a los genotipos obtenidos
se calcularon distintos indices de variacion genética para describir las caracteristicas
geneticas de cada sitio utilizando el programa PopGene version 1.32 (Yeh et al. 1999).
Estos incluyen: el nimero promedio de alelos por locus (A); numero efectivo de alelos,
que es una medida de la equitatividad de las frecuencias alélicas (Ag = [1/Zpi2] = 1/[1-
He], 1 < Ag < o0); nimero de alelos totales (At); el porcentaje de loci polimérficos bajo
el criterio sensu stricto (P); la heterocigosis observada (Ho) y la heterocigosis esperada
bajo condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg (Hg). El ajuste a la condicion de
equilibrio Hardy-Weinberg (HW) fue descripto utilizando el indice de fijacion de

Wright (1931) (F=1-[Ho/He]) y mediante test de chi-cuadrado (Li & Horvitz 1953).
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Para evaluar una posible divergencia genética entre los sitios con la altura, se analizé la
heterogeneidad en las frecuencias alélicas mediante test de chi-cuadrado segun

Workman y Niswander (1970).

La estructura genética poblacional fue analizada mediante los estadisticos F de
Wright (1965) utilizando el programa FSTAT v 2.9.3 (Goudet 2001), donde Fir y Fis
son los coeficientes de endogamia total e intra-poblacional, respectivamente; y Fsr
representa el grado de divergencia entre poblaciones. Los parametros de estructuracion
genética fueron calculados para distintos niveles de agrupacion de las poblaciones:
sitios dentro de cada cerro (CH1042 vs CH1684; LO1213 vs LO1563; y OT1208 vs
OT1406), entre sitios de una misma altitud (CH1042 vs LO1213 vs OT1208; y CH1684
vs LO1563 vs OT1406) y entre cerros (Challhuaco vs Otto vs Lépez). Los valores
promedio y los intervalos de confianza del 95 y 99% fueron calculados por
permutaciones sobre todos los loci segin Weir & Cockerham (1984). Los valores
promedio de los estadisticos F fueron considerados significativos cuando los intervalos
de confianza no incluian al cero. La diversidad genética de las poblaciones fue analizada
en base a los pardmetros de Nei (1973) de diversidad genética total (Hr) y dentro (Hs)
de las poblaciones, y el coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones (Gst)

calculados mediante el programa FSTAT v 2.9.3 (Goudet 2001).

Los analisis de estructura genética espacial fina se realizaron combinando las
bases de datos obtenidas mediante isoenzimas (s6lo se utilizaron los loci isoenzimaticos
que presentaron mayor polimorfismo: Mdh-2 y Pgi-2) y microsatélites (ncutasO4
yNnBIO111) resultando en un total de 50 individuos analizados por sitio (Fig. 1V.5).
Para cada sitio y altura se calcularon coeficientes de autocorrelacién espacial entre todos

los pares de individuos dentro de cada clase de distancia: el indice | de Moran (Moran
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1950, Sokal & Oden 1978) y el nimero de alelos en comin (NAC) que permiten
analizar genotipos y genes, respectivamente (ver Apéndice 2). La estructuracion
espacial fue evaluada para 10 clases continuas de distancia en intervalos cada 8 m. Las
desviaciones significativas de una distribucion al azar para cada valor calculado se
analizaron mediante el calculo de los intervalos de confianza del 95% utilizando
simulaciones Monte Carlo con 1000 permutaciones. Los indices | de Moran y el niamero
de alelos en comun fueron calculados mediante estimaciones multiloci utilizando el

programa SGS version 1.0c (Degen et al. 2001).

4.6. Resultados

Analisis demograficos: La mayoria de los individuos analizados mostraron centros en
estado de putrefaccion que dificulto la estimacion de edades absolutas de los mismos
por medio del conteo de anillos. Por lo tanto, las edades informadas en esta tesis se
consideran minimas. Sin embargo, la relacion entre el didmetro y la edad de los
individuos de los cuales se pudo estimar la edad total mediante el conteo de anillos
arrojé una relacion positiva y significativa para el sitio de abajo (P < 0,05). Por lo tanto,
el diametro seria un buen estimador de la edad para individuos creciendo a menor
altitud (Fig. IV.6.a). Por otro lado, para las plantas de arriba la relacion resulto
marginalmente significativa (P < 0,05). Asi por ejemplo, plantas con un diametro
pequefio pueden ser muy longevas (Fig. 1V.6.b). Esto puede deberse a una supresion del
crecimiento en las plantas de altura por las condiciones extremas de los ambientes que
habitan. Para el sitio OT1406 no se pudieron obtener muestras para la determinacion de

su edad debido a que la mayoria de los troncos eran inaccesibles y muchos de estos
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presentaban nudos, lo cual impide la lectura de los anillos de crecimiento. La estructura
etaria y diamétrica de los rodales de baja altitud contuvo individuos de edades y
didmetros mayores que los rodales de mayor altura (Tabla IV.1). La distribucion de las
frecuencias de las edades y didmetros de los arboles difirié entre los distintos sitios
(Figs. 1.7 y 8). En particular, los sitios CH1042 y LO1213 fueron los que presentaron
individuos con mayor edad promedio, mientras que en OT1208 la mayoria de los
individuos se distribuia en las clases menores de edades (Tabla 1V.1). Por otro lado, las
especies que conformaban el sotobosque fueron similares en todos los sitios, a
excepcion del Cerro Lopez que presentaba un sotobosque denso compuesto por

Chusquea coleou (Tabla IV.1).

Diversidad genética y endogamia: Las frecuencias alélicas resultaron
heterogéneas para la mayoria de los loci estudiados con ambos tipos de marcadores
(Tabla 1V.3). La diversidad genética resultd mayor en bosques de menor altitud en dos
de los tres sitios estudiados (Challhuaco y Lépez; Tablas 1V.4 y 5). La diversidad
genetica total (Ht) muestra que los sitios de abajo mantienen mayor diversidad
isoenzimatica que los sitios de altura (Tabla IV.6). A pesar del bajo numero de
microsatélites analizados los parametros de diversidad resultaron més altos que los
calculados para isoenzimas (Tabla 1V.7). El andlisis jerarquico de los coeficientes de
endogamia arroj6 valores promedio significativos sugiriendo un déficit de heterocigotas
en la mayoria de los loci y sitios analizados (Tablas 1V.6 y 7). La estructuracion
geneética interpoblacional fue significativa en Lopez (Fst = 0,035) y Challhuaco (Fst =
0,128) sugiriendo una divergencia moderada a alta entre rodales para los sitios

estudiados (Tabla IV.6). Los indices de fijacion F fueron positivos e indicaron
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desviaciones significativas al equilibrio Hardy-Weinberg en el 58% de los tests

realizados (Tabla I1V.8).

Estructura genética espacial: las estimaciones del indice | de Moran arrojaron
coeficientes de autocorrelacion significativos (P < 0,05) en los sitios de abajo CH1042,
LO1213 entre 16 — 32 m y para el sitio de arriba OT1406 a escala espacial fina <24 m
mientras que el sitio CH1684 mostré una estructuracion genética marginalmente
significativa < 16 m (Fig. IV.9). Por el contrario, los analisis de autocorrelacion espacial
sugieren una distribucion al azar de los genotipos en los sitios LO1563 y OT1208. El
sitio OT1406 fue el que presentd mayores valores del indice de Moran (Fig. 1V.9). El
namero de alelos en comun sélo present6 una agrupacion significativa a distancias < 24

m para los sitios CH1042 y OT1406 (Fig. IV.10).

4.7. Discusion

Los resultados presentados en este capitulo muestran que la estructura genética a escalas
espaciales reducidas fue diferente entre sitios dentro de un mismo cerro y entre cerros.
Estos resultados sugieren que para N. pumilio el tamafio de los parches estaria
determinado no solo por el modo de regeneracion, sino también estaria asociado a la
historia ecologica de cada sitio. Mientras que la estructura etaria y diamétrica de los
sitios de baja altitud en Challhuaco y LOpez presentan caracteristicas de un bosque
maduro con dindmica de claros, la estructura observada en el Cerro Otto es tipica de un
bosque postfuego (T Kitzberger, Comunicacién Personal) con una gran frecuencia de
individuos mas jovenes. Esto se ve reflejado en la estructuracion genética significativa

observada en CH1042 y LO1213, donde el establecimiento de nuevos individuos
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depende principalmente de la apertura de claros bajo el dosel en sitios donde no ha
habido incendios por lo menos en los ultimos 100-200 afios (N. Tercero-Bucardo,
Comunicacion Personal). En cambio, en 0OT1208 han ocurrido incendios
recurrentemente, y unos pocos individuos remanentes habrian recolonizado el ambiente
con un establecimiento sincrénico de genotipos agrupados espacialmente por la limitada
dispersion de semillas de N. pumilio. Estudios realizados en rodales maduros de N.
dombeyi demuestran la existencia de una estructura genética significativa a escalas
espaciales de aproximadamente 20 m y es similar a la estructura encontrada en CH1042
y LO1213 de N. pumilio. Dicha estructuracion poblacional surge como resultado del
establecimiento local de semillas provenientes de un mismo arbol en pequefios claros
abiertos bajo el dosel (Premoli & Kitzberger 2005). Se ha sugerido que N. pumilio
tendria cierta capacidad de formar banco de plantulas (Heinemann 2007) pudiendo ser
considerada relativamente sombra-tolerante teniendo un establecimiento méas continuo
bajo el dosel (Heinemann et al. 2000) que resultaria en un menor grado de
estructuracion genetica que N. dombeyi. Sin embargo, los datos acé presentados indican
que rodales maduros de ambas especies poseen similar estructura espacial y seria

necesario el analisis genético de renuevos para poder analizar esta hipotesis.

Por otro lado, la ausencia de una estructuracion genética significativa en los
sitios de altura CH1684 y LO1563 estaria reflejando la estructura demografica coetanea
de estos rodales. La menor diversidad genética encontrada en CH1684 y LO1563 en
comparacion con sus respectivos sitios de baja altitud con estructuras etarias mas
complejas, confirma el efecto de una escasa y esporadica produccion y establecimiento
de semillas principalmente en ambientes de altura (Martinez-Pastur et al. 1997; Cuevas

2002; Premoli 2004). Luego de disturbios masivos N. pumilio se extingue localmente y



Capitulo IV - Estructura genética fina de N. pumilio

141

debe recolonizar las areas afectadas a partir de unos pocos individuos remanentes. En el
limite altitudinal superior, donde la lenga puede propagarse vegetativamente (Martinez-
Pastur et al. 1997; Premoli 2004), los nuevos ramets, definido como todo vastago o
conjunto de vastagos derivados por multiplicacion vegetativa de un mismo genet
(Perreta & Vegetti 2005), seran genéticamente similares a los parentales remanentes,
produciendo un empobrecimiento genético y escasa estructuracion genética espacial.
Por el contrario, especies rebrotantes como N. antarctica mantienen la estructura
genética antigua frente a un disturbio (Premoli & Steinke 2008). Ademas, las
poblaciones de altura, poseen una distribucion marginal. Por lo tanto, estarian sujetas a
fuertes presiones de seleccion y experimentarian mayores ciclos de extincion vy
recolonizacion los cuales producen cuellos de botella genéticos y efectos fundadores
generando un empobrecimiento genético (Eckert et al. 2008). A su vez el efecto del
aislamiento por restricciones en el flujo génico entre diferentes altitudes y un mayor
flujo génico entre poblaciones a una misma altitud refuerzan la seleccion por
determinados genotipos en ambientes de altura (Premoli 2003). En cambio, el sitio de
altura OT1406 presentd una agrupacion espacial de los genotipos significativa. En
OT1406 las condiciones eran diferentes a los otros sitios de altura. Los arboles
presentaron mayores didmetros y estaban mas agrupados en el espacio, lo que
dificultaba determinar los limites espaciales de cada genet, definido como el conjunto de
partes desarrolladas a partir del cigoto, producto de la germinacion y posterior
crecimiento (Harper 1977, Perreta y Vegetti 2005). En este caso la estructuracién
genética espacial encontrada en distancias < 16 m podria estar reflejando un mayor
tamafio de los genets, mientras que en CH1684 y LO1563 los genets tendrian un menor
tamafio ya que principalmente predomina el suelo desnudo en estos dos sitios. Ademas,

los distintos parametros de diversidad genética resultaron mayores en el sitio OT1406
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en comparacion con su correspondiente de baja altitud (OT1208), lo que podria estar
reflejando que el sitio de baja altitud habria sufrido repetidos cuellos de botella
genéticos, por causa de los incendios recurrentes, produciendo un empobrecimiento
genético en dicho sitio. Estudios realizados en la especie rebrotante Nothofagus
antarctica, la cual domina los matorrales postfuego del norte de la Patagonia, indican
que especies con tales caracteristicas presentan una marcada estructuracion genética a
escalas menores a los 50 m (Premoli & Steinke 2008). Esto se debe a que tienen la
capacidad de rebrotar después de un disturbio y no dependen de la reproduccion por
semillas para mantener la diversidad genética a lo largo del tiempo ya que sélo
producen semillas ocasionalmente. Nothofagus pumilio a pesar de poder propagarse
vegetativamente, no tiene la capacidad de rebrotar vigorosamente y colonizar el
ambiente después de un disturbio, ya que depende principalmente de la produccion y
establecimiento a partir de semillas. Por lo tanto, en sitios de mayores disturbios, como
son los sitios de altura o sitios que han sido incendiados, N. pumilio presentara una

estructuracion genética débil o nula.

Al comparar los sitios en una misma altitud en distintos cerros se vio que los
sitios de mayor altitud no presentaron una diferenciacion genética significativa (Fst =
0,028), a diferencia de la estructuracion significativa encontrada a baja altitud (Fst =
0,072). Esto puede deberse a una mayor homogeneidad en las condiciones climaticas y
de sitio a mayor altura, y también a una mayor sincronizacion temporal en los tiempos
de polinizacion entre dichos sitios (Rathcke & Lacey 1985; Premoli 2003). Estos
resultados concuerdan con los presentados anteriormente para N. pumilio que muestran
que la divergencia interpoblacional entre sitios de una montafia era reducida, pero que

era mayor que la diferenciacion entre las distintas montafias (Premoli 2003). Estas
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diferencias las atribuyen a la existencia de barreras que previenen el flujo génico entre
altitudes dentro de un mismo cerro ocasionadas por las diferencias fenoldgicas a lo
largo del gradiente altitudinal (Premoli 2003). En cambio, en los sitios de menor altitud
las condiciones serian mas heterogéneas, siendo particulares para cada sitio; mientras
que Challhuaco y Otto son bosques secos, Lopez es un bosque humedo con sotobosque
de cafia. Estas caracteristicas afectarian el establecimiento de las semillas en distintos
micrositios. Mientras que en Challhuaco la regeneracion estaria afectada por la
disponibilidad de humedad, en L6pez el principal limitante seria la disponibilidad de

micrositios por competencia con otras especies.

Los resultados encontrados en este capitulo indican que las caracteristicas de
historia de vida de Nothofagus pumilio, incluido su modo de regeneracion, en sitios con
distintos escenarios ecologicos histdricos serian los principales factores que determinan
la disposicion de los genotipos en el espacio. Bajo escenarios de cambio climético las
distintas especies de Nothofagus que poseen una amplia distribucion en los Bosques
Templados de Sudamérica Austral van a responder diferencialmente. Frente a disturbios
a gran escala como fuego, especies rebrotantes como N. antarctica serian capaces de
mantener una estructura genética compleja conservando un acervo genético diverso
establecido en el pasado (Premoli & Steinke 2008). Por otro lado, especies como N.
pumilio y N dombeyi, que dependen de la produccion y establecimiento de semillas,
sufririan una mayor homogeneizacion genética en bosques posfuego o bajo condiciones

extremas en ambientes de altura.
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4.8. Tablasy figuras
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Tabla I'V.1. Descripcidn de los sitios muestreados de Nothofagus pumilio en tres cerros dentro del Parque Nacional Nahuel Huapi. Se indica la

ubicacion geografica, altitud, composicion de especies, diametro y edad promedio (DS) y el rango de edad minima y méaxima de los arboles.

COOI’denadaS A|t|tUd Diémetro Edad Rango
Sitio ID Composicién de especies .
(Lat S, Long O) (ms.n.m.) (cm) (afos) edad
Cerro Challhuaco CH1042 41°16° 10, 71° 18’ 04> 1042 Alstroemeria aurea, Berberis serratodentata, 33,6 (28,5) 92,7 (52,1) 21 -232
Carex sp., gramineas y herbéceas.
CH1684 41°15°08”,71°16° 56 1684 Gramineas y herbaceas. 6,3 (3,9 61,8 (28,2) 27 88
Cerro Lopez LO1213 41°05’40°°, 71°32’ 54"’ 1213 Berberis serratodentata, Chusquea coleou, 50,4 (24,0) 88,3 (44,4) 38 -193
Carex sp, gramineas y herbaceas.
LO1563 41°06’ 07, 71°33” 25 1563 Gaulteria, Senecio, Berberis, Quinchamalium, 7,7 (4,00 57,9(28,0) 25-119
Mioschilos, Ribes magellanicum
Cerro Otto OT1208 41°08° 47, 71°21° 42> 1208 Berberis serratodentata, Carex sp, gramineas 37,0 (30,1) 56,2 (41,3) 28 — 206
y herbaceas.
OT1406 41°08°50°,71°22° 48" 1406 Gramineas y herbaceas. 15,4 (10,5) -- --
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Tabla 1V.2. Sistemas buffer, condiciones de electroforesis y enzimas reveladas en
Nothofagus pumilio. P y M representan el nimero de loci putativos polimorficos y

monomadrficos, respectivamente.

Buffer ) Tiempo de
] Corriente ) )
Sistema corrida Enzimas P M
Gel Electrodo (MA) (h)
Ac. Citrico- Ac. Citrico - Idh 1 0
MC Morfolina, Morfolina, 20 6 Mdh 2 1
pH~8 pH~8

Skdh 1 0

Tris - Ac. Ac. Bérico -
CB Citrico, NaOH, 35 5 Pgi 1 0
pH~8,8 pH~8
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Tabla 1V.3. Frecuencias alélicas para todos los loci analizados de Nothofagus pumilio
en tres cerros en el Norte de la Patagonia. Los nimeros en negrita indican diferencias

significativas (P < 0,05, test de chi-cuadrado) en las frecuencias alélicas para los loci

polimorficos.
Loci Alelo CH1042 CH1684 LO1213 LO1563 0OT1204 OT1406 X

Idh2 2 0,011 0,139 0,000 0,030 0,028 0,006 116,918
3 0,967 0,844 0,972 0,818 0,972 0,978
4 0,022 0,017 0,028 0,152 0,000 0,017

Mdhl 2 0,000 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000 65,792
3 1,000 0,928 1,000 1,000 1,000 1,000
4 0,000 0,028 0,000 0,000 0,000 0,000

Mdh2 2 0,000 0,000 0,067 0,117 0,178 0,067 110,776
3 1,000 1,000 0,900 0,794 0,789 0,933
4 0,000 0,000 0,033 0,089 0,033 0,000

Mdh3 2 0,000 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000 10,019
3 1,000 0,989 1,000 1,000 1,000 1,000

Skdh 1 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 187,468
2 0,073 0,683 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,916 0,244 1,000 1,000 1,000 1,000
4 0,011 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000

Pgi2 1 0,011 0,022 0,044 0,017 0,033 0,017 71,211
2 0,000 0,000 0,056 0,117 0,000 0,017
3 0,989 0,978 0,900 0,867 0,967 0,967

ncutas04 308 0,929 0,859 0,843 0,705 0,588 0,076 63,772
310 0,048 0,064 0,029 0,154 0,294 0,294
312 0,024 0,000 0,100 0,115 0,118 0,000
314 0,000 0,077 0,029 0,026 0,000 0,000
NnBIO111 116 0,154 0,000 0,000 0,047 0,000 0,026 91,853
118 0,692 0,756 0,756 0,581 0,568 0,658
120 0,135 0,167 0,133 0,372 0,364 0,092
122 0,000 0,000 0,078 0,000 0,68 0,079
124 0,019 0,077 0,033 0,000 0,000 0,145
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Tabla IV.4. Parametros de diversidad genética isoenzimatica calculados para los seis

sitios analizados de Nothofagus pumilio a lo largo del gradiente altitudinal y a nivel de

especie en el Parque Nacional Nahuel Huapi, Patagonia, Argentina.

Grupo A Ae At P Ho He

CH1042 2,50 (0,40) 1,25(0,34) 15 83,3 0,122 (0,061) 0,157 (0,075)
CH1684 1,83(0,40) 1,05(0,07) 11 50,0 0,024 (0,013) 0,041 (0,025)
LO1213 2,0(0,40) 1,21(0,24) 12 50,0 0,080 (0,042) 0,150 (0,068)
LO1565 1,83(0,40) 1,09(0,11) 11 50,0 0,037 (0,023) 0,071 (0,037)
OT1208 1,83(0,40) 1,04 (0,06) 11 50,0 0,026 (0,012) 0,039 (0,021)
OT1406 1,70(0,30) 1,11(0,21) 10 50,0 0,039 (0,022) 0,078 (0,055)
Especie 3,00 (0,63) 1,25(0,38) 18 100 0,076 (0,078) 0,156 (0,182)

A, es el numero promedio de alelos por sitio; Ae, es el numero efectivo de alelos; Ar, es
el nimero total de alelos por sitio; P, es el polimorfismo sensu stricto; Ho, es la
heterocigosis observada; y Hg, es la heterocigosis esperada. La desviacion estandar (DS)
se muestra entre parentesis.
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Tabla IV.5. Parametros de diversidad genética calculados mediante dos loci de

microsatélites para los seis sitios analizados de Nothofagus pumilio a lo largo del

gradiente altitudinal y a nivel de especie en el Parque Nacional Nahuel Huapi,

Patagonia, Argentina.

Grupo A Ac P Ho He

CH1042 4,00 (0,00) 1,54 (0,54) 100  0,238(0,012) 0,408 (0,171)
CH1684 3,00 (0,00) 1,49 (0,22) 100 0,192 (0,013) 0,327 (0,072)
LO1213 4,00 (0,00) 1,53(0,21) 100 0,292 (0,063) 0,345 (0,063)
LO1565 3,50 (0,50) 1,98 (0,16) 100 0,393 (0,090) 0,480 (0,010)
OT1208 3,00 (0,00) 1,21 (0,05) 100 0,365 (0,047) 0,562 (0,009)
OT1406 3,50 (1,50) 1,92 (0,30) 100 0,396 (0,133) 0,480 (0,058)
Especie 4,50 (0,71) 1,79 (0,28) 100 0,306 (0,041) 0,435 (0,089)

A, es el nimero promedio de alelos por sitio; Ae, es el nimero efectivo de alelos; Ar, es
el nimero total de alelos por sitio; P, es el polimorfismo sensu stricto; Ho, es la
heterocigosis observada; y Hg, es la heterocigosis esperada. La desviacién estandar (DS)
se muestra entre paréntesis.
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Tabla IV.6. Endogamia total (Fr), dentro (Fs) y entre (Fst) los individuos de

Nothofagus pumilio muestreados en el P. N. Nahuel Huapi, Patagonia. Se presentan los

valores promedio (DS) sobre todos los loci isoenzimaticos dentro de cada cerro, entre

sitios de una misma altitud (Bajo y Alto) y entre cerros (Montafia). En negrita se indican

los valores que resultaron significativamente distintos de cero. La diversidad genética se

analiza mediante la diversidad total (Hr), dentro (Hs) y entre (Gst) los sitios.

Sitio Fir Fis Fst Hr Hs Gst
Challhuaco 0,356 (0,036) 0,262 (0,026) 0,128 (0,046) 0,105 0,099 0,058
Lopez 0,482 (0,144) 0,463 (0,150) 0,035 (0,031) 0113 0,110 0,018
Otto 0,674 (0,362) 0,633 (0,343) 0,063 (0,038) 0,060 0,059 0,021
Bajo 0,313 (0,082) 0,259 (0,008) 0,072 (0,005) 0,127 0,120 0,060
Alto 0,499 (0,039) 0484 (0,025) 0,028 (0,057) 0067 0065 0,026
Montafia 0,397 (0,052) 0,371 (0,050) 0,041 (0,008) 0,094 0,091 0,036
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Tabla I'V.7. Endogamia total (F7), dentro (Fs) y entre (Fst) los individuos de
Nothofagus pumilio muestreados en el P. N. Nahuel Huapi, Patagonia. Se presentan los
valores promedio (DS) sobre todos los loci de microsatélites dentro de cada cerro, entre
sitios de una misma altitud y entre cerros. La diversidad genética se analiza mediante la
diversidad total (Hr), dentro (Hs) y entre (Gsr) los sitios. El programa no realizo las
permutaciones correspondientes a los intervalos de confianza por tratarse de dos loci

solamente.

Sitio F|T F|5 FST HT HS GST

Challhuaco 0,396 0,390 0,010 0,324 0,322 0,005

Lopez 0,259 0,213 0,059 0,437 0,423 0,030
Otto 0,270 0,061 0,039 0,533 0,523 0,019
Abajo 0,234 0,221 0,016 0,338 0,331 0,008
Arriba 0,313 0,273 0,054 0,453 0,437 0,036

Montafia 0,304 0,289 0,033 0,439 0,429 0,024
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Tabla 1V.8. indices de fijacion (F) isoenzimaticos para los seis sitios de Nothofagus

pumilio a lo largo del gradiente altitudinal en el Parque Nacional Nahuel Huapi,

Patagonia, Argentina. Se muestran los valores promedio de F (£DS), el nimero de test

significativos positivos (+), significativos negativos (-) y no significativos (n.s.), y el

numero total de test realizados para cada locus. Los porcentajes por locus se muestran

entre paréntesis.

Grupo F (DS) S.+ S.- n.s. Total
CH1042 0,164 (0,190) 2 (40%) 0(0%) 3 (60%) 5
CH1684 0,267 (0,257) 2(67%) 0(0%) 1 (33%) 3
LO1213 0,484 (0,205) 3(100%) 0 (0%) 0 (0%) 3
LO1563 0,550 (0,260) 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3
0T1208 0,200 (0,384) 1(33%) 0(0%) 2 (67%) 3
OT1406 0,321 (0,328) 2(67%) 0(0%) 1 (33%) 3
Total 0,314 (0,273) 13 (65%) 0(0%) 7 (35%) 20
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Tabla 1V.9. indices de fijacion (F) en loci de microsatélites para los seis sitios de

Nothofagus pumilio a lo largo del gradiente altitudinal en el Parque Nacional Nahuel

Huapi, Patagonia, Argentina. Se muestran los valores promedio de F (xDS), el nimero

de test significativos positivos (+), significativos negativos (-) y no significativos (n.s.),

y el nimero total de test realizados para cada locus. Los porcentajes por locus se

muestran entre paréntesis.

Grupo F (DS) S.+ S.- n.s. Total
CH1042 0,298 (0,374) 2(100%) 0(0%) 0 (0%) 2
CH1684 0,366 (0,254) 1(50%) 0(0%) 1 (50%) 2
LO1213 0,149 (0,041) 1(50%) 0(0%) 1 (50%) 2
LO1563 0,171 (0,247) 1(50%) 0(0%) 1 (50%) 2
0T1208 0,333 (0,110) 1(50%) 0(0%) 1 (50%) 2
OT1406 0,115 (0,551) 1(50%) 0(0%) 1 (50%) 2
Total 0,239 (0,106) 7 (58%) 0(0%) 5 (42%) 12
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Figura I1V.1. a) Mapa de Sud America donde se muestra la ubicacion de Argentina; b),
mapa de Argentina con la ubicacion de la provincia de Rio Negro y del Parque Nacional
Nahuel Huapi; y c) mapa del Parque Nacional Nahuel Huapi mostrando la ubicacion de
los seis sitios muestreados de Nothofagus pumilio en los cerros: Challhuaco (CHA'y
CHB), Lopez (LOAy LOB), y Otto (OTAy OTB).
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Figura IV.2. Disefio de muestreo espacialmente explicito implementado en los seis
sitios de Nothofagus pumilio en condiciones contrastantes del gradiente altitudinal en el
Parque Nacional Nahuel Huapi, Patagonia, Argentina.
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Figura 1V.3. Gel de almiddn con tincion para las enzimas Mdh y Pgi en las cuales se

muestra la codificacion de los loci y alelos para Nothofagus pumilio.
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Locus 2
Locus 3

Alelo 1
Alelo 2
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Figura IV.4. Grafico mostrando la salida del secuenciador de ADN donde se muestran
distintos alelos para los dos loci de microsatélites (ncutasO4 y NnBIO111) analizados en

Nothofagus pumilio.
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Figura IV.5. Distribucion en los ejes de coordenadas XY dentro de la parcela de 1 ha
de los 50 individuos de Nothofagus pumilio en los cerros: Challhuaco (CH1042,
CH1684), Ldopez (LO1213, LO1563), y Otto (OT1208, OT1406).
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Figura IV.6. Regresion lineal simple entre el diametro (DAP) y la edad de los arboles
de Nothofagus pumilio para los sitios de arriba (a) y de abajo (b). r’ es el porcentaje de
la variacion en la variable dependiente explicada por la variable independiente, y P es la

significancia. Las lineas punteadas indican los intervalos de confianza del 95%.
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Figura IV.7. Distribucion de las frecuencias de edades de los arboles en clases cada 10
afios para los sitios del limite altitudinal inferior y sus correspondientes del limite
altitudinal superior en Nothofagus pumilio en los tres cerros estudiados. CH, Cerro
Challhuaco; LO, Cerro Lopez; y OT, Cerro Otto.

[ CH1042 [ CH1684

6 - _—

2,0 1 -
5 -
- - a 1,5
8] 1,0 -
2

05 -
0 L e 00 e e

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
35 5
=1 Lo1213 [ LO1563

3,0 - -

4 _
25

34
2,0 -
1,5 )
1,0 1

1
n H HH
0,0 L S 0 sl AL :

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

6

3 071208

1] H

T T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240




Capitulo IV - Estructura genética fina de N. pumilio 161
Figura 1V.8. Distribucion de las frecuencias de diametros de los arboles en clases cada
10 cm para los sitios del limite altitudinal inferior y sus correspondientes del limite
altitudinal superior en Nothofagus pumilio en los tres cerros estudiados. CH, Cerro
Challhuaco; LO, Cerro Lopez; y OT, Cerro Otto.
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Figura 1V.9. Correlogramas de los indices promedio | de Moran para cada sitio de
Nothofagus pumilio en condiciones contrastantes del gradiente altitudinal. Se definieron
10 clases de distancia en intervalos de 8 m. las lineas celestes y verdes representan los
intervalos de confianza del 95% superior e inferior, respectivamente, obtenidos por
simulaciones de Monte Carlo con 1000 permutaciones.
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Figura 1V.10. Numero de alelos en comun para cada sitio de Nothofagus pumilio en

condiciones contrastantes del gradiente altitudinal. Se definieron 10 clases de distancia

en intervalos de 8 m. Las lineas celestes y verdes representan los intervalos de

confianza del 95% superior e inferior, respectivamente, obtenidos por simulaciones de

Monte Carlo con 1000 permutaciones.
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5. Capitulo V: “Variacion en caracteres cuantitativos de Nothofagus

pumilio sugiere respuestas adaptativas a condiciones contrastantes del

gradiente altitudinal”
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5.1.Resumen

Las condiciones contrastantes que existen a lo largo del gradiente altitudinal generan
presiones diferenciales de seleccidn sobre las plantas que habitan en dichos sitios. En
respuesta a esto, se encontrara una gran variacion morfoldgica en especies que poseen
un amplio rango de distribucidon geografica o amplitud ecolégica. En particular, en N.
pumilio, muchas de las diferencias morfoldgicas encontradas en alturas contrastantes del
gradiente altitudinal mostraron tener una base genética. En este capitulo se evalu¢ el
valor adaptativo de las diferencias encontradas en condiciones contrastantes del
gradiente altitudinal, mediante un experimento de trasplantes reciprocos establecido en
el Valle del Challhuaco. En el afio 2005 220 plantas de distintos origenes (arriba y
abajo) fueron trasplantadas reciprocamente y posteriormente monitoreadas a lo largo de
tres periodos de crecimiento. Se realizaron mediciones de crecimiento, mortalidad,
morfologia foliar y fenoldgicas. Los resultados encontrados en este estudio muestran
que el origen de las plantas determina el crecimiento de las mismas. Si bien el
crecimiento de las plantas de arriba es mayor en sitios de menor altitud, éste no supera
al de las plantas originarias de abajo, sugiriendo adaptacion a presiones de seleccion
extremas que estarian fijadas genéticamente. Por el contrario, las plantas que habitan en
menores altitudes cuando son trasplantadas a sitios con condiciones mas extremas,
superan en crecimiento a las plantas originarias de arriba, lo que muestra una mayor
plasticidad sugiriendo una relativa ventaja competitiva de las plantas de abajo creciendo
en ambientes de altura. Esta plasticidad también se vio en caracteres foliares y
fenoldgicos. Los resultados de este capitulo muestran respuestas adaptativas y plasticas
que han permitido la supervivencia local de N. pumilio a lo largo del tiempo en

Patagonia.
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5.2.Introduccién

Las variaciones en el medio fisico imponen condiciones heterogéneas para las
especies de plantas que lo habitan. Especialmente en ambientes montafiosos, las
condiciones ambientales, tales como la temperatura, la radiacion solar, la exposicion al
viento y las caracteristicas del suelo varian marcadamente a lo largo del gradiente
altitudinal en distancias de unos pocos cientos de metros. En el extremo superior de un
marcado gradiente altitudinal, los ambientes de altura imponen restricciones severas
para la reproduccion y establecimiento de las plantas, debido a un acortamiento de la
estacion de crecimiento, a las bajas temperaturas y a la persistencia de la cobertura de
nieve (Jones 1992, Larcher 1995, Premoli 2004). En respuesta a esto, se encontrara una
gran variacion morfologica en especies que poseen un amplio rango de distribucion
geografica o amplitud ecoldgica. Esta variacion puede estar explicada no sélo por la
capacidad de adaptacion de dichas especies a distintos ambientes (plasticidad
fenotipica) sino también por la seleccion diferencial de genotipos bajo distintas
condiciones de un gradiente ambiental (Cordell et al. 1998; Oleksyn et al. 1998). Se han
realizado varios estudios sobre la variacion que presentan algunas especies de plantas a
lo largo de gradientes altitudinales en las caracteristicas genéticas y fenotipicas (Ohsawa
& lde 2007, y referencias). Los experimentos de traslocacion, ya sean de trasplantes
reciprocos o a un jardin comdn, pueden revelar las ventajas selectivas de las diferencias
genéticas entre las poblaciones (Huenneke 1991). En particular, el establecimiento de
jardines comunes, i.e. condiciones de crecimiento homogéneas para las plantas de
distintas procedencias, permite evaluar el efecto genético sobre la variacion en
caracteres fenotipicos (Premoli & Brewer 2007, Premoli et al. 2007). Experimentos

realizados en numerosos estudios (Turesson 1922, Clausen et al. 1940, 1948)
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demostraron que en varios casos estas diferencias persistian aun cuando plantas
provenientes de distintas poblaciones crecian bajo condiciones uniformes, indicando
que estas diferencias se deben a diferencias genéticas y no a respuestas de plasticidad
fenotipica. Sin embargo, esto por si mismo no provee informacion del valor adaptativo
de tales diferencias. Por otro lado, los trasplantes reciprocos, i. e. experimentos en
donde plantas o semillas en ambientes contrastantes son retiradas de su ambiente natural
para ser traslocadas reciprocamente a un ambiente distinto al de origen, permiten
comparar la capacidad de adaptacion de los individuos en condiciones diferentes a las
de origen. En general, especies con altos niveles de plasticidad fenotipica contienen una
baja diferenciacion genética (Linhart & Grant 1996). Las respuestas genéticas de las
plantas en muchos casos se estudian mediante marcadores genéticos neutros. A
diferencia de los estudios de jardines comunes y trasplantes reciprocos que requieren un
esfuerzo de colecta, germinacion, cultivo y monitoreo, estos permiten analizar un gran
numero de individuos y poblaciones con relativamente mayor facilidad. Para este tipo
de estudios poblacionales los marcadores co-dominantes neutros comdnmente utilizados
pueden consistir de isoenzimas, las cuales son enzimas que catalizan una reaccion
particular en el ciclo metabolico de las plantas. Las enzimas que difieren en su
movilidad electroforética como resultado de diferencias alélicas en un gen particular,
son llamadas aloenzimas. Mas recientemente se han desarrollado técnicas de
microsatélites, éstos Ultimos son secuencias de ADN en las que un fragmento se repite
de manera consecutiva. La variacion en el nimero de repeticiones crea diferentes alelos
los cuales 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, lo que los hace muy polimdrficos. Sin embargo, por tratarse de marcadores

neutros, no permiten analizar el valor adaptativo de las diferencias encontradas.
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Recientemente se han desarrollado métodos en los que se compara la variacion
observada en caracteres cuantitativos (Qst) con la variacion genética calculada mediante
marcadores moleculares (Fst). En poblaciones creciendo bajo diferentes condiciones
ambientales, las presiones de seleccién pueden favorecer a un genotipo en particular
para cada ambiente lo que produciria una diferenciacion poblacional (Jordan 1991,
Nagy 1997). Para caracteres neutros, i. e. que no estan bajo seleccidn, la variacion
genética tenderia a ser similar en los distintos ambientes, consecuentemente los valores
de Qst Y Fst deberian ser iguales (McKay & Latta 2002). Por lo tanto la relacion que
existe entre los valores de Qst y Fst puede ser utilizada para inferir el grado de
adaptacion local (Spitze 1993; Merila & Crnokrak 2001). Cuando Qst = Fsr, las
diferencias observadas en los distintos ambientes s6lo podrian ser explicadas por
procesos de deriva genética en ausencia de seleccién. Por otro lado, cuando Qst > Fsr,
la variacion genetica cuantitativa es mayor que la variacion molecular, esto es
comunmente interpretado como evidencia de seleccion diversificadora y adaptacion
local; mientras que si Qst < Fs1, Se asume que la seleccion estabilizadora estaria
favoreciendo a un mismo fenotipo en distintos ambientes (Volis et al. 2005, y
referencias). Por esto, el Qst es particularmente importante ya que da una idea de la
capacidad de las poblaciones de evolucionar en respuesta a los cambios ambientales

(Reed & Frankham 2001).

El NO de la Patagonia se caracteriza por poseer marcados gradientes
ambientales generados por la presencia de la Cordillera de los Andes. En particular las
marcadas diferencias ambientales, como las diferencias de precipitacion, temperatura y
persistencia de la cobertura de nieve, que ocurren a lo largo del gradiente altitudinal,
restringen severamente la reproduccion y el establecimiento de las especies de plantas

debido a un acortamiento del periodo de crecimiento, a las bajas temperaturas, y la
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persistencia prolongada de la cobertura de nieve. Esto juntamente con un restringido
flujo génico dentro y entre poblaciones provocaria un incremento en la diferenciacion
genética resultando en una compleja estructura genética. En particular, dichas
restricciones al flujo génico dentro de las poblaciones pueden ocurrir por restringida
dispersion de semillas y establecimiento local de propéagulas emparentadas generando
una estructura genética significativa (ver Capitulo V). También, el flujo génico
limitado, puede ocurrir a lo largo de gradientes ambientales, debido a diferencias
fenoldgicas que aislan reproductivamente aun a poblaciones contiguas (Premoli et al.
2007). Este es el caso de Nothofagus pumilio, especie que caracteriza los bosques
montanos Yy altoandinos de Patagonia. Esta especie presenta una marcada variacion en
las formas de crecimiento a lo largo del gradiente altitudinal. En el extremo inferior del
gradiente altitudinal, la especie crece como arboles erectos formando béasicamente
bosques puros, mientras que en el limite altitudinal superior las plantas presentan una
forma achaparrada o de “krummholz” principalmente debido a las condiciones extremas

que presentan dichos sitios (Premoli 2004).

N. pumilio es una especie que posee una enorme amplitud ecoldgica (Donoso
1995) que habita un rango amplio de distribucion tanto latitudinal como altitudinal
dentro del Bosque Templado Austral y para la cual se han descrito patrones de variacion
en distintas caracteristicas fenotipicas en condiciones naturales a lo largo del gradiente
altitudinal. Dichos estudios evidencian la existencia de variacion altitudinal en
caracteristicas fisioldgicas (Premoli & Brewer 2007), seminales (Premoli 2004),
fenoldgicas (Rusch 1993, Barrera et al. 2000), morfologicas (Rusch 1993), estructurales
(Barrera et al. 2000, Cuevas 2000) y genéticas (Premoli 2003). Ademas, experimentos

realizados en jardin comun bajo condiciones homogéneas demuestran que la variacién
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en caracteres ecofisioldgicos, de crecimiento de los individuos, de morfologia foliar y

fenoldgicos posee una base genética (Premoli & Brewer 2007, Premoli et al. 2007).

5.3.0Dbjetivos particulares

El objetivo de este capitulo es evaluar el valor adaptativo de las diferencias
geneticas encontradas en N. pumilio a lo largo del gradiente altitudinal mediante el

analisis de caracteres cuantitativos en un disefio de trasplantes reciprocos.

5.4.Hipdtesis particulares

Las hipdtesis y predicciones planteadas en este capitulo fueron las siguientes:

H5.1) Las diferencias genéticas de N. pumilio en el gradiente altitudinal se

traducen en diferencias morfolégicas en caracteres con valor adaptativo.

P5.1) Las plantas trasplantadas mantendran caracteristicas de crecimiento
(arquitectura de los individuos, morfologia de las hojas, tasa de

crecimiento) de su sitio de origen (respuesta genética).

H5.2) Las condiciones extremas de temperatura y humedad relativa limitan el

crecimiento de N. pumilio en sitios de altura.
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P5.2.1) Las plantas de arriba creciendo en condiciones climaticas menos

estresantes liberaran su crecimiento.

P5.2.2) En afios donde las condiciones climéticas sean extremas habré

mayor mortalidad de plantulas, especialmente en el sitio de arriba.

H5.3) El retraso en el inicio y la menor duracién del periodo de crecimiento en

altura producird cambios en la fenologia de las plantas de N. pumilio.

P5.3) Las plantas de altura mostraran un retraso en la apertura de las
hojas con respecto a las plantas de abajo y ademéas los tiempos

fenoldgicos serdn mas cortos.

5.5.Materiales y Métodos

Sitio de estudio y coleccion de las plantulas: el estudio se realizé en el Valle del
Challhuaco (41° 15° S; 71° 18’ O) dentro del Parque Nacional Nahuel Huapi (Fig. V.1),
donde anteriormente se han realizado estudios a escalas espaciales reducidas de cientos
de metros a lo largo del gradiente altitudinal en caracteristicas fisioldgicas (Premoli &
Brewer 2007), seminales (Premoli 2004), morfoldgicas (Premoli et al. 2007) y de
diversidad genética para esta especie (Premoli 2003). Durante el mes de Noviembre de
1999 se colectaron 250 plantulas seleccionadas al azar que habian germinado en
condiciones naturales provenientes de dos sitios ubicados en alturas contrastantes del

gradiente altitudinal. El sitio de altura esta ubicado por debajo del limite altitudinal
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superior del bosque. Debido a que las tasas de germinacion de N. pumilio bajo
condiciones experimentales son muy reducidas (Premoli 2004) las plantulas fueron
colectadas en el campo en dos sitios a 1100 y 1540 m s.n.m. en el Valle del Challhuaco
y fueron colocadas en bandejas plasticas con el suelo de origen para evitar el estrés del
trasplante. Una vez en el invernadero, las plantulas fueron separadas del suelo, se
lavaron las raices, se rotularon y se plantaron en macetas individuales, que variaron de 1
a 3 L durante su crecimiento, utilizando una mezcla comercial de 80% tierra negra /
20% humus. Luego fueron cultivadas durante 4 afios bajo condiciones homogeéneas de
riego y fertilizante en un invernadero con luz natural en el Laboratorio Ecotono
(Universidad Nacional del Comahue, Bariloche), ubicado a 876 m s.n.m. y a 10 km del
sitio de colecta. Las plantulas fueron ubicadas en forma aleatoria dentro del invernadero
y fueron rotadas periddicamente para minimizar las diferencias debido a los efectos

micro-ambientales (Fig. V.2).

Disefio de trasplante reciproco: Durante el afio 2005, 220 de las plantulas
cultivadas en invernadero fueron trasplantadas al Valle del Challhuaco mediante un
disefio de trasplante reciproco en dos sitios ubicados en los extremos del gradiente
altitudinal a 1258 y 1549 m s.n.m. Esta ubicacion corresponde a las alturas contrastantes
de destino, DB y DA para destino de baja altitud y de arriba, respectivamente. En cada
sitio se plantaron un total de 110 plantulas, 55 cuyo origen era el sitio de baja altitud y
55 originarias del sitio de altura. Las mismas se distribuyeron al azar dentro de
clausuras contra liebre u otros mamiferos (Fig. V.3). El origen por lo tanto se indico
como OB y OA, para las plantulas cuyo origen era de baja y alta altitud,
respectivamente. Durante los cuatro afios subsiguientes (periodos de crecimiento, 2006-
2007, 2007-2008, 2008-2009) se midid el crecimiento, se colectaron hojas para

mediciones de morfologia foliar, y se registro el estado fenoldgico de cada plantula. Las
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mediciones de crecimiento, colecta de hojas y mortalidad se realizaron al final de cada
estacion de crecimiento. Ademas, se instalaron dispositivos electrénicos (data loggers,
HOBO, Onset) que fueron programados para registrar mediciones de temperatura (T) y

humedad relativa (RH) cada tres horas durante los cuatro afos.

Mediciones de crecimiento: las caracteristicas morfologicas de las plantulas de
N. pumilio fueron cuantificadas siguiendo la metodologia descrita por Premoli et al.
(2007) mediante la altura total de la plantula, medida sobre el eje de mayor longitud, y
el numero total de ramas mayores a 1 cm presentes sobre ese eje durante cada periodo
de crecimiento. Todas las plantulas fueron medidas en el invernadero antes de ser
trasplantadas al campo a fin de considerar posibles efectos del tamafio inicial sobre el
crecimiento. La mortalidad de las plantulas entre cada periodo de crecimiento se
cuantifico como el porcentaje de plantas que murieron respecto del total de plantulas

trasplantadas vivas al inicio del experimento y de plantas sobrevivientes para cada afio.

Mediciones de caracteres foliares: la morfologia foliar fue evaluada mediante
mediciones realizadas sobre 10 hojas colectadas al azar en cada plantula durante el mes
de Marzo de 2008 las que fueron escaneadas con un escaner Epson (Epson CX 5600).
Las imagenes digitales fueron utilizadas para medir el tamafio y la forma de las hojas
utilizando el programa SigmaScan Pro 5.0. El tamafio de las hojas se evalué mediante el
area foliar total, el perimetro, el ancho y largo maximo de la hoja. La forma de la hoja
se describié mediante la relacion entre el ancho y el largo de la hoja (de aqui en mas
ancho/largo), la relacion entre el largo desde la insercion del peciolo hasta el ancho
méaximo y el ancho de la hoja (de aqui en mas forma), y la relacion entre perimetro y la

raiz cuadrada del area (patron de denticién).
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Diferenciacion de caracteres morfoldgicos: la estimacion de las diferencias en
caracteres cuantitativos entre los distintos tratamientos del trasplante reciproco se
analiz6 mediante el calculo de los indices Qs entre pares de tratamientos. Estos indices
fueron calculados para los caracteres de crecimiento y de morfologia foliar como la
relacion entre la varianza entre y dentro de cada tratamiento (Qst = Ve/ 2 Vp + Vg
donde Vg representa la varianza entre poblaciones, y Vp la varianza dentro de las
poblaciones) segun Merild & Crnokrak (2001). La varianza entre tratamientos se calculd
entre las hojas de todos los tratamientos (N = 99) y la varianza dentro de tratamientos se
calculd para cada tratamiento por separado (DA-OA: N = 29; DA-OB: N = 26; DB-OA:

N = 14; DB-OB: N = 29).

Mediciones de fenologia foliar: las observaciones fenoldgicas se realizaron a lo
largo del proceso de foliacion desde la apertura de las yemas hasta la expansion foliar
total durante los meses de Septiembre a Noviembre en los afios 2005 y 2006. Se registro
el estado fenologico de cada plantula cada 7 dias durante 2 meses y medio segun las
metodologia utilizada por Premoli et al. (2007). Las categorias analizadas fueron segun
las establecidas por Rusch (1993): yemas en reposo, yemas hinchadas, hojas recién
abiertas, y hojas expandidas. Cada plantula fue asignada a una determinada categoria
cuando al menos una yema y/o hoja habia alcanzado alguna de las fases fenoldgicas. No
se realizaron mediciones en los afios subsiguientes debido a que las plantulas del sitio de
arriba ya habian brotado debajo de la capa de nieve y no fue posible registrar el estado

fenoldgico antes de que se retire la nieve.

Mediciones de variables climaticas: las mediciones de temperatura (T) y
humedad relativa (RH) registradas por los data loggers fueron utilizadas para obtener

variables climaticas bioldgicamente relevantes (variables bioclimaticas), basados en las
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variables bioclimaticas propuestas en la base de datos de WORLDCLIM

(http://www.worldclim.org/bioclim.htm). Estas variables derivan de los valores

mensuales de temperatura humedad y precipitacion que representan tendencias anuales
(e. g., temperatura media anual, precipitacion media anual), estacionalidad (e. g., rango
anual de temperatura y estacionalidad de la precipitacion) y valores extremos o limites
de los factores medioambientales (e. g., temperatura de los meses mas frio y mas célido,
y precipitacion de los meses mas seco y mas humedo). En este estudio se calcularon
variables biocliméticas para distintos periodos de tiempo: periodo anual, el tercio mas
calido y seco (entre los meses de Diciembre a Febrero), el tercio mas frio y himedo
(entre los meses de Junio a Agosto), y para la estacion de crecimiento (entre los meses
de Octubre a Mayo). Las variables bioclimaticas consideradas en este estudio para cada
periodo incluyen: la temperatura promedio (Twep), la temperatura maxima (Tyax) Y
minima (Twin), €l porcentaje de dias en que la temperatura era inferior a 0° C (T <gec, 10
que da idea del nimero de dias en que hubo heladas), la humedad relativa porciento
(HR) y el porcentaje de dias en que la humedad relativa fue menor al 50% (HR<s0%, 10
que da una idea del nimero de dias en que hubo déficit hidrico). Ademas, se realizo una
correlacion de Pearson entre la temperatura y la humedad relativa durante los periodos
anual, de crecimiento y calido/seco con el programa STATISTICA v.7.0. Para evaluar
el balance hidrico en cada sitio experimental se realizd un test de homogeneidad de
pendientes de la relacion entre la temperatura y humedad con el programa

STATISTICA v.7.0.

Analisis de datos: los analisis morfoldgicos de cada individuo fueron realizados

sobre tres periodos de crecimiento (2006-2007, 2007-2008, 2008-2009), lo que permite
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la comparacion de los patrones de crecimiento de cada sitio de origen a lo largo del
tiempo. Las variables dependientes fueron el largo total y el nimero de ramas. Los
efectos combinados de los distintos tratamientos (sitio de origen) y el periodo de
crecimiento (tiempo) sobre las variables dependientes fueron analizados mediante
analisis de varianza (ANOVA) de mediciones repetidas (Gurevitch & Chester 1986), los
cudles determinan si las diferencias en las variables respuesta entre los sitios de origen
varian a lo largo del tiempo. La normalidad de los residuales entre los valores
observados y esperados de las variables dependientes fue evaluada mediante graficos de
normalidad (Sokal & Rohlf 1981). Para analizar el efecto del crecimiento para cada
periodo se realizaron comparaciones (independent planned comparisons, Mead 1988)
para cada uno de los siguientes contrastes: 2006-2007, 2007-2008, y 2008-2009. Para
controlar por el efecto potencial de la altura inicial (A;) de las plantas en el momento del
trasplante sobre el largo total (As), se calculo la tasa de crecimiento relativa como RGR
= In (Ad/A)) y se realizo una regresion de este valor contra el In (A;) para las plantas con
los distintos tratamientos. La altura inicial fue medida en el invernadero previo al
trasplante de las plantulas. Para analizar la dependencia diferencial de la RGR con la
altura total para las plantas de los distintos origenes durante los 4 afios del experimento
a campo, se compararon las pendientes de las rectas de regresion mediante un test de
homogeneidad de pendientes. Las diferencias en el RGR de las plantulas de los distintos
origenes se analizaron testeando la intercepcion, es decir la posicion vertical en el
grafico de la relacion entre RGR y el In (A;), mediante un test de homogeneidad de
pendientes. Las diferencias entre los distintos origenes y tratamientos en las variables de
crecimiento (altura y numero de ramas) y de morfologia foliar (area, ancho,
largo/ancho, forma) fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de una

via. Luego se realizaron analisis a posteriori de comparaciones multiples o test de
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Tukey para identificar diferencias significativas entre la media de cada tratamiento e
identificar los distintos grupos homogéneos. La relacion entre las variables climéticas y
el crecimiento de las plantas se analiz6 mediante andlisis de regresion multiple. Las
diferencias fenoldgicas entre las plantas de los distintos origenes en cada fecha fueron
analizadas mediante test de chi-cuadrado, comparando la frecuencia de plantas en cada
fase fenoldgica. El retraso fenoldgico de las plantas originarias del sitio de arriba fueron
analizadas mediante test de chi-cuadrado entre la frecuencia de individuos en cada fase
fenologica del sitio de arriba en un tiempo T versus la frecuencia de individuos en esa
misma fenofase del sitio de abajo en un tiempo T 1. Todos los analisis estadisticos

fueron realizados utilizando el programa STATISTICA v.7.0.

5.6.Resultados

Crecimiento de las plantulas bajo los distintos tratamientos: Los resultados del
monitoreo del crecimiento de las plantulas a nivel individual mediante analisis de
ANOVA de mediciones repetidas indican que el niumero de ramas por planta varié
significativamente a lo largo del tiempo bajo los distintos tratamientos (Tabla V.1). Sin
embargo, las plantas bajo los distintos tratamientos produjeron en total, al final del
tratamiento, un similar nimero de ramas (Fig. V.4). El incremento en altura de las
plantas bajo los distintos tratamientos no mostro diferencias significativas a lo largo del
tiempo ni entre tratamientos (Tabla V.1; Fig. V.4). Asimismo, el analisis de contrastes
muestra que el incremento en altura promedio de cada planta vario en los distintos
periodos de crecimiento a lo largo de la duracion del experimento del trasplante

reciproco (Tabla V.2). Las plantas con destino y origen de abajo (DB-OB) presentaron
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en promedio mayor incremento en el nimero de ramas (ramificacion) que las plantas
bajo los otros tratamientos durante los periodos de crecimiento 2007-2008 y 2008-2009
(Tabla V.2). No se encontraron diferencias significativas para los distintos periodos de

crecimiento en el incremento en la altura de las plantas bajo los distintos tratamientos.

En cuanto a la tasa de crecimiento relativo (RGR), las plantas en el sitio
experimental de baja altitud presentaron valores significativamente (P < 0,05) mayores
de RGR + 1SD (DB-OA: 0,20 = 0,37; DB-0OB: 0,30 + 0,45) que las plantas del sitio
experimental de altura (DA-OA: 0,07 + 0,05; DA-OB: 0,09 + 0,13). El test de
pendientes de las tasas de crecimiento relativo de las plantulas arrojé diferencias
significativas entre los distintos tratamientos del trasplante reciproco desde el inicio

hasta el final del experimento (Fig. V.5).

Las variables de crecimiento mostraron diferencias significativas entre las
plantas en el jardin comdn y las sometidas a los distintos tratamientos en el campo en
los distintos afios (Tabla V.3). La altura inicial, medida en condiciones de jardin comun,
fue significativamente mayor en las plantas originarias de abajo (Fig. V.6.a), mientras
que el didmetro a la altura del cuello no mostré diferencias significativas entre las
diferentes alturas (Fig. V.6.b). La altura de las plantas en el campo mostré diferencias
significativas entre tratamientos en el sitio experimental de arriba para los afios 2006,
2007 y 2009 vy entre tratamientos en el sitio experimental de abajo para el afio 2006
(Fig. V.7). En todos los casos la mayor altura fue alcanzada por las plantas cuyo origen
es de menor altitud. En cambio, el nimero de ramas no presentd diferencias
significativas entre tratamientos dentro de los dos sitios experimentales (dentro arriba y
dentro abajo), pero si entre los tratamientos entre los sitios experimentales de arriba y

abajo (arriba vs abajo) para los afios 2006, 2007 y 2008 (Fig. V.8). En particular, las
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diferencias significativas para esos tres afios fueron 2006: DA-OA y DA-OB > DB-0A,
2007: DA-OA y DA-OB > DB-OB y 2008: DA-OA > DB-OA. Es decir, en todos los

casos el destino de arriba present6 el mayor nimero de ramas.

Caracterizacion climatica de los sitios experimentales: en general el sitio
experimental de mayor altitud present6 valores mas bajos de temperatura y humedad
relativa que el sitio experimental de baja altitud para los distintos periodos durante los
afios en que se realizaron las mediciones en el trasplante reciproco (Tabla V.4). El sitio
experimental de altura ocurre en un rango de temperatura promedio anual de 3,6 a 5,1°
C, mientras que la temperatura promedio anual en el sitio experimental de baja altitud
oscil6 entre 4,4 y 6° C. De la misma forma, el sitio experimental de mayor altitud
presentd mayor porcentaje de dias durante el afio con heladas o dicho de otra manera
con menor porcentaje de dias libres de heladas (T<pc) Y con déficit hidrico (HR<sg). La
temperatura promedio durante la estacion de crecimiento fue similar en ambos sitios
experimentales asi como también los dias libres de heladas (Tabla V.4). La humedad
relativa durante este periodo fue levemente mayor en el sitio experimental de abajo y
ademas el sitio experimental de altura fue el que presenté mayor déficit hidrico durante
el periodo de crecimiento en los tres afios medidos (Tabla V.4). Los valores encontrados
para las variables Tyep, Tmax, Tmin Y T<oc para los periodos calido/seco y frio/himedo
fueron similares entre los sitios experimentales de abajo y arriba, mientras que los
valores de déficit hidrico fueron mayores en el sitio experimental de altura. Ademas, la
humedad relativa esta correlacionada significativamente con la temperatura promedio
durante los distintos periodos (Tabla V.5). El test de homogeneidad de pendientes dio
que la relacion entre la humedad y la temperatura fue significativamente (F1,908) =
141,01, P < 0,001) mayor en el sitio de arriba para todos los periodos de tiempo

analizados (Fig. V.9).
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Los andlisis de regresion mdltiple arrojaron resultados significativos entre las
variables bioclimaticas y las variables de crecimiento medidas en los distintos periodos
(Tabla V.6). La tasa de crecimiento relativo (RGR) de las plantas con destino de arriba
(DA-OA y DA-OB) arrojaron una relacion significativa con la humedad en los periodos
de crecimiento y calido-seco (Fig. V.10). Las plantas con destino y origen de arriba
(DA-OA) presentaron una relacion significativa con la ramificacion (se entiende
ramificacion como la diferencia en el nimero de ramas producidas entre un periodo de
crecimiento determinado y el periodo anterior) a lo largo de los afios, que fue positiva
con el déficit hidrico durante el periodo de crecimiento (Fig. V.11.a), y negativa con la
humedad relativa del periodo méas calido (Fig. V.11.b). La altura de las plantas con
destino de arriba y origen de abajo (DA-OB) mostr6 una relacion significativa negativa
con la temperatura promedio anual de los distintos afios (Fig. V.11.c). Las plantas con
destino de abajo y origen de arriba (DB-OA) mostraron una relacion significativa
negativa entre la ramificacion y la temperatura minima durante el periodo de
crecimiento (Fig. V.11.d). EI nimero de ramas de las plantas con destino y origen de
abajo (Ramas DB-OB) mostré una relacion positiva significativa con la temperatura
méaxima de los periodos: anual (Fig. V.11.e), de crecimiento (Fig. V.11.f) y calido/seco
(Fig. V.11.9), y con el déficit hidrico del tercio mas calido/seco (Fig. V.11.h). Por otro
lado, la ramificacion de las plantas con destino y origen de abajo (DB-OB) presentd una
relacion significativa positiva con el déficit hidrico de los periodos anual (Fig. V.11.i) y
de crecimiento (Fig. V.11.j). En cuanto a la mortalidad de las plantulas esta fue similar
en los dos sitios experimentales (mortalidad arriba = 52%, mortalidad abajo = 47%).
Las plantas con destino de arriba (DA-OA y DA-OB) fueron las Unicas que arrojaron
una relacion significativa con las variables bioclimaticas (Tabla V.6). La mortalidad de

las plantas con destino y origen de arriba (DA-OA) mostré una relacion significativa
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negativa con el numero de dias libres de heladas durante el afio y con la temperatura
media del periodo de crecimiento (Fig. V.12.a y b). La mortalidad de las plantulas con
destino de arriba y origen de abajo (DA-OB) arrojaron una relacion significativa
negativa con Tyep, Twax Y T<oc del periodo anual (Figs. V.12.c, d y e); y con Tyep Y

Twmax del periodo de crecimiento y calido/seco, respectivamente (Fig. V.12.f y g).

Mediciones de morfologia foliar: Las distintas variables de morfologia foliar
medidas en N. pumilio en los dos sitios experimentales del trasplante reciproco
presentaron diferencias significativas entre tratamientos (Tabla V.7). Las plantas con
destino en el sitio experimental de arriba produjeron hojas significativamente mas
pequefas (P < 0,001; Figs. V.13.a, b y c), mas alargadas (P < 0,001; Figs. V.13.dye) y
fueron menos dentadas que las hojas en el sitio experimental de abajo (P < 0,001; Fig.
V.13.). Las variables de morfologia foliar medidas en el sitio experimental de arriba no
mostraron diferencias significativas entre tratamientos (P > 0,05; Fig. V.13). En el sitio
experimental de abajo se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para
las variables de tamario foliar (P < 0,05; Figs. V.13.a, b, y ¢), mientras que las variables

de forma de las hojas no presentaron diferencias significativas (P > 0,05; Fig. V.13.d,e).

Diferenciacion poblacional en caracteres cuantitativos: Las diferencias en el
crecimiento de las plantulas arrojo en promedio un valor de Qst = 0,35 (rango 0,27 —
0,45). La altura de las plantulas presenté mayor variacion en el sitio experimental de
arriba, mientras que la variacion en el nimero de ramas fue mayor en el sitio
experimental de abajo (Tabla V.8). En cuanto a los distintos tratamientos, las plantas
traslocadas (DA-OB y DB-OA) fueron las que presentaron mayor variacion en la altura
y nimero de ramas con respecto a las no traslocadas dentro de cada sitio experimental.

La diferenciacion poblacional medida por medio de la variacion en caracteres de
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morfologia foliar fue en promedio Qst = 0.52 (rango 0,33 — 0,87). En general las plantas
destinadas al sitio experimental de arriba fueron las que presentaron mayor variacion en
la forma y el tamafio de las hojas, mientras que las plantas de abajo creciendo en su
lugar de origen presentaron menor diferenciacion (Tabla V.8). Las comparaciones entre
tratamientos dieron como resultado que las mayores diferencias entre origenes ocurren
dentro del sitio experimental de arriba para la altura de las plantulas y las caracteristicas
foliares, mientras que la diferencia en el nimero de ramas fue menor (Tabla V.9). Las
plantas que presentaron valores menores de Qsr entre tratamientos fueron las plantadas
en su lugar de origen (DA-OA y DB-OB). Ademas, las plantas traslocadas (DA-OB y

DB-OA) presentaron mayor variacion que las no traslocadas (DA-OA y DB-OB).

Mediciones fenoldgicas: Las plantas con distintos origenes presentaron
diferencias fenologicas entre tratamientos en los sitios experimentales de baja y alta
altitud. Durante las observaciones realizadas el primer afio (2005) el experimento de
abajo no arrojo diferencias entre origenes (Fig. V.14.a), mientras que en el experimento
de altura las plantulas con origen de altura mostraron un inicio mas tardio de la
expansion foliar, mientras que las de abajo expandieron sus hojas méas tempranamente.
Durante el segundo afio de observacion (2006) se encontré un retardo en la fenologia
particularmente de los estadios BU y FE del experimento a baja altitud (Fig. V.14.b) y

un mayor acoplamiento en las respuestas fenologicas de ambos origenes en altura.
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5.7. Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que las plantas originarias de arriba y abajo
poseen respuestas adaptativas y plasticas al crecer en alturas contrastantes. El
incremento significativo de las plantas de abajo en ambas condiciones experimentales,
particularmente en el sitio de altura, como asi también el reducido crecimiento de las
plantas provenientes de ambientes de altura al ser trasplantadas en sitios de menor
altitud, sugiere que el crecimiento de las plantas de N. pumilio estaria fijado
genéticamente. Esto a pesar que las plantas de arriba al ser introducidas en ambientes
supuestamente mas benignos de baja altitud (DB-OA) casi triplicaron la tasa de
crecimiento que la que tuvieron las plantas de arriba creciendo en ambientes de altura
(DA-OA). Es decir, el origen de las mismas determina su patron de incremento del
crecimiento. Por el contrario, en el tratamiento de altura las plantas tanto de arriba como
de abajo, produjeron mayor cantidad de ramas durante los tres primeros afos del
experimento. Ademas las plantas con destino y origen de abajo (DB-OB) son las que
presentaron mayores diferencias en la ramificacion a lo largo de los distintos periodos
de crecimiento y las que alcanzaron el mayor nimero de ramas al final del tratamiento.
Esto sugiere que las plantas de N. pumilio tendrian una respuesta més plastica en cuanto

a la ramificacién.

Las variaciones anuales en el crecimiento y la ramificacion observados en N.
pumilio estarian estrechamente relacionadas con las variables biocliméaticas. En
particular las plantas originarias de abajo se verian mayormente afectadas por la
temperatura ya sea anual, del periodo de crecimiento o del periodo calido/seco. En
cambio las plantas de arriba se ven mayormente afectadas por el nimero de dias libres

de heladas durante el afio y por la temperatura media de la estacion de crecimiento. El
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principal factor limitante del crecimiento en altura de las plantulas es la temperatura,
mientras que la produccion de ramas estaria ademas relacionada con el déficit hidrico.
En afios mas secos y con temperaturas mayores las plantulas de N. pumilio crecerian
menos en altura y producirian mayor nimero de ramas. Las diferencias significativas
encontradas entre tratamientos de las plantas creciendo en el sitio experimental de arriba
se relacionan a los efectos de la seleccién diversificadora que actia en ambientes de
mayor estrés favoreciendo a las plantas que estan adaptadas a dichos ambientes. Por
otro lado, la ausencia de diferencias en el sitio experimental de menor altitud se
relaciona con respuestas fijadas genéticamente que limitan el crecimiento por ejemplo
de las plantas provenientes de ambientes de altura en ambientes de baja altitud. Por el
contrario los resultados sugieren una relativa ventaja competitiva de las plantas de abajo
creciendo en ambientes de altura. Se encontrd una tendencia de una mayor ramificacion
en las plantas creciendo en ambientes de altura independiente del origen aunque los
patrones de ramificacion podrian sugerir respuestas complejas ya que al final del
tratamiento resultaron similares entre origenes y tratamientos. Se encontraron
diferencias significativas en distintas caracteristicas foliares tanto de forma como de
tamafio que demuestran respuestas adaptativas de N. pumilio a condiciones
contrastantes de los ambientes que habita. Estos resultados confirman los resultados
previos los cuales predicen que las diferencias encontradas en ambientes contrastantes
donde habita N. pumilio habrian surgido en respuesta a condiciones ambientales

extremas (Premoli et al. 2007).

El analisis de la diferenciacion poblacional en caracteres cuantitativos mediante
el Qst mostré que mientras que las plantas originarias de arriba presentan una mayor
plasticidad en cuanto al tamafio de las hojas, pudiendo producir hojas mas grandes

cuando las condiciones son favorables, las plantas originarias de abajo producen hojas
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de mayor tamafio independientemente del ambiente donde se encuentren. Sin embargo,
el carécter de la forma de las hojas estaria fijado, ya que las plantas de arriba siempre
producen hojas mas alargadas y las de abajo méas redondeadas lo cual estaria
estrechamente relacionado con la irradiacion (Givnish 1987, Premoli et al. 2007). Esto
seria particularmente importante, dado que la forma de las hojas seria una ventaja
adaptativa en sitios donde las condiciones de crecimiento son extremas ya que, junto
con la forma de crecimiento de estas plantas (crecimiento lateral o achaparrado), y la
iniciacion mas tardia de la foliacién, estarian proporcionando un habito de crecimiento
favorable para ese tipo de ambientes. Los resultados presentados en el Capitulo 1V
muestran una diferenciacion genética significativa (Fst = 0,128 y Fst = 0,010, para
isoenzimas y microsatélites, respectivamente) entre los sitios del Challhuaco arriba y
abajo. Este valor es menor que el valor de Qst encontrado para caracteres de
crecimiento (Qst = 0,35) y morfologia foliar (Qst = 0,52), lo que confirma que las
presiones de seleccion estarian favoreciendo a distintos fenotipos en distintos ambientes
y por lo tanto las poblaciones de N. pumilio estarian localmente adaptadas (Latta 2006).
Por lo tanto, las diferencias genéticas de N. pumilio encontradas en marcadores neutros
bajo condiciones contrastantes del gradiente altitudinal (Premoli 2003), que a su vez se
traducen en diferencias entre caracteres cuantitativos (Rusch 1993, Barrera et al. 2000,
Premoli & Brewer 2007, Premoli et al. 2007), han mostrado poseer valor adaptativo.
Las plantas de N. pumilio que habitan en ambientes ubicados a mayor altitud han
mostrado estar localmente adaptadas a ambientes de altura, pero a su vez poseen una
relativamente limitada capacidad de respuesta cuando las condiciones climaticas son
favorables tanto en el crecimiento como fenologicas. En cambio las plantas de menor
altitud parecerian tener mayor plasticidad para responder a ambientes cambiantes. Esto

se podria relacionar con el mayor polimorfismo genético medido en poblaciones de
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menor altitud (Premoli 2003, Capitulo IV). En escenarios donde los cambios climaticos
que estan ocurriendo actualmente producen cambios en el rango de distribucion de
numerosas especies, comunidades y ecosistemas a nivel mundial (Parmesan & Yohe
2003), las plantas de bajas altitudes serian mas propensas a sufrir las consecuencias
negativas de estos cambios. Sin embargo, los datos acé presentados sugieren que N.
pumilio tendria la posibilidad de ascender en el gradiente altitudinal y responder asi a
las condiciones adversas para el crecimiento bajo escenarios de calentamiento que

sufririan las poblaciones de menor altura.

Varios estudios han propuesto que las diferencias morfoldgicas observadas a lo
largo de gradientes altitudinales también se ven reflejadas en diferencias genéticas. En
particular, experimentos de jardin comdn realizados en N. pumilio han demostrado que
diferencias en caracteristicas arquitecturales, fenologicas y de morfologia foliar poseen
una base genética (Rusch 1993; Barrera et al. 2000; Premoli & Brewer 2007; Premoli et
al. 2007). Sin embargo, no se ha demostrado el valor adaptativo de tales diferencias. En
este capitulo se evaluo el valor adaptativo de caracteres cuantitativos (crecimiento de las
plantulas, morfologia foliar y fenologia) medidos en N. pumilio mediante un disefio de
trasplantes reciprocos durante tres periodos de crecimiento. Los resultados muestran
respuestas adaptativas y plasticas que han permitido la supervivencia local de N.

pumilio a lo largo del tiempo en Patagonia.



Capitulo V - Variacion adaptativa en N. pumilio 187

5.8.Tablas y Figuras
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Tabla V.1. Resumen de los estadisticos del anélisis de ANOVA de mediciones
repetidas para los efectos de los distintos tratamientos con cuatro niveles (destino x
origen) y el tiempo con tres niveles (periodos de crecimiento 2006-2009) sobre la altura
y el nimero de ramas de las plantulas de Nothofagus pumilio.

Fuente de Altura NUmero de ramas
variacion g.l.efecto g.l. error F g. l.efecto g.I. error F
Tratamiento (Tr) 3 96 2,69 3 96 1,95
Tiempo (Ti) 2 192 2,61 2 192 8,38***
TrxTi 6 192 0,27 6 192 2,42*

*P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001. g. |. grados de libertad.
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Tabla V.2. Diferencias en los valores promedio de las variables de crecimiento medidas en los distintos tratamientos del trasplante reciproco de

las plantulas de Nothofagus pumilio durante los periodos de crecimiento comprendidos entre los afios 2006 y 20009.

o Altura Ndamero de ramas
Periodo de crecimiento
DA-OA DA-OB DB-OA DB-OB F DA-OA DA-OB DB-OA DB-OB F
2006-2007 1,57 1,76 1,39 2,76 0,84 1,89 2,88 1,93 1,30 1,48
2007-2008 0,63 1,24 1,50 2,52 2,30 1,14 1,24 -0,71 1,39 2,70*
2008-2009 0,67 0,96 0,79 1,61 1,29 1,50 2,12 2,86 3,58 2,83*

Los contrastes fueron realizados entre las plantas con distintos tratamientos sobre la altura y el namero de ramas. DA-OA: destino arriba, origen
arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA: destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Los nimeros en

negrita indican los valores significativamente mayores. * P < 0,05.
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Tabla V.3. Variables de crecimiento promedio (£ 1DS) y resultados del analisis de
ANOVA de una via entre plantulas de Nothofagus pumilio para los distintos
tratamientos del trasplante reciproco (destino x origen) en el Valle del Challhuaco,
medidas en el jardin comun (inicial) y durante los periodos de crecimiento entre los
afos 2006 y 2009.

Variable Afio DA-OA DA-OB DB-OA DB-OB F
Altura Inicial 48,19 56,38
(1,84) (1,55) e
2006 40,39 49,81 30,91 42,15 p—
(12,33)  (14,48)  (22,29)  (24,20)
2007 40,95 52,22 35,95 46,24 -
(15,66)  (14,85) (21,68) (24,07)
2008 40,20 48,92 37,32 46,51 230
(15,72)  (16,17) (19,15)  (19,22)
2009 39,74 50,51 40,44 48,47 _—
(14,47)  (13,65) (18,47)  (19,36)
NUmero de 2006 8,45 8,12 6,03 6,58 .
ramas (320)  (2,63) (455  (3.80) >:30
2007 10,36 11,56 8,59 7,65 5 ggrere
(458)  (453) (524) (432
2008 12,00 11,46 8,00 9,16 4,08
(4,64)  (5,57) (4,4) (4,19)
2009 12,36 13,54 11,00 12,55
(561)  (511)  (472) (4,99 0,94
Diametro a la Inicial 5,49 5,61
altura del cuello (0,13) (0,12) 0,49

DA-OA: destino Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA:
destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Los nimeros en
negrita indican valores significativamente mayores. Los asteriscos indican: * P < 0,05,
** P <0,01,y**P<0,001.
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Tabla V.4. Caracterizacion bioclimatica de los sitios experimentales de altura (A) y de

baja altitud (B) en el Valle del Challhuaco, en los cuales se establecio el trasplante

reciproco de las plantulas de Nothofagus pumilio.

Periodo Variables 2006 2007 2008
bioclimaticas
A B A B A B
Anual Temperatura promedio 4,6 5,3 3,6 4,4 51 6,0
T maxima 18,3 17,9 17,8 18,0 19,4 21,0
T minima -8,1 -5,3 -12,7 -12,0 -3,6 -4,6
%diasT<0°C 78 13 71 24 97 20
Humedad relativa (%) 67 82 62 74 61 72
% dias RH < 50% 26 0 32 4 56 10
Estapicﬁ_n de Temperatura promedio 8,6 9,0 8,5 8,5 10,3 10,5
crecimiento
T maxima 18,3 17,9 17,8 18,0 19,4 21,0
T minima -11 0,5 0,2 0,1 -1,0 0,2
%diasT<0°C 1 0 0 0 2 0
Humedad relativa (%) 64 80 57 67 55 63
% dias RH < 50% 22 0 34 9 43 21
Periodo Temperatura promedio 9,9 10,9 9,0 10,1 11,9 13,1
célidoy
Seco T maxima 18,3 17,9 17,8 18,0 19,4 21,0
Humedad relativa (%) 61,4 79,6 57,4 66,4 53,8 59,8
% dias RH < 50% 27 0 29 2 47 24
Pgriodo Temperatura promedio -0,3 0,3 -2,2 -1,9 ND -0,4
I]rd(r)n)édo T minima -8,1 -5,3 -12,7 -12,0 ND -4,6
Humedad relativa (%) 80,2 90,8 67,2 83,1 ND 87,7
% dias RH < 50% 11 0 19 1 ND 0

ND = no disponible
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Tabla V.5. Valores de r obtenidos en las correlaciones de Pearson entre la temperatura
y la humedad relativa en los distintos periodos de tiempo (anual, estacion de

crecimiento, tercio mas calido) para los sitios experimentales de arriba y abajo en el

Valle del Challhuaco. * indica P < 0,05.

Periodo Arriba Abajo
Anual -0,44* -0,53*
Crecimiento -0,51* -0,39*
Calido/seco -0,50* -0,65*
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Tabla V.6. Regresiones multiples entre las variables climaticas y las distintas variables
de crecimiento de las plantulas de Nothofagus pumilio en distintos sitios experimentales

y distintos origenes del trasplante reciproco establecido en el Valle del Challhuaco.

Periodo Variable dependiente r2 F Variable independiente B t
Anual Altura DA-OB 0,99 204,6* Twmep -0,97 -14,31*
Ramas DB-OB 0,99 20722,4* Tmax 0,99 143,95*
Ramificacion DB-OB 0,99 3536,3* HR<500 0,99 59/47*
Mortalidad DA-OA 0,99 258,1* T<oc -0,99 -13,07*
Mortalidad DA-OB 0,99 1680,3* Tmep -0,99  -40,99*
Tmax -0,99 -23,01*
T<oc -1,00 -265,00*
Crecimiento RGR DA-OA 0,99 321,15* HR 1,00 17,92*
RGR DA-OB 0,99 45538,95* HR <509 -1,00 -213,40**
*
Ramificacion DA-OA 0,99 677,2* HR <500 0,99  26,02*
Ramas DB-OB 0,99 20722,0** Tmax 0,99 143,95**
Ramificacion DB-OA 0,99 2335,2** Tmin -0,99  -48,32**
Ramificacion DB-OB 0,99 3977,8** HR<500 0,99 63,07**
Mortalidad DA-OA 0,99 578,7* Tmep -0,99 -24,06*
Mortalidad DA-OB 0,99 448,9* Twmep -1,00 -21,19*
Célidoy seco Ramas DB-OB 0,99 8046,8** Tmax 1,00  89,70**
HR<509% 0,99 21,28*
Ramificacion DA-OA 0,99 11881,4** HR -1,00 -109,00**
Mortalidad DA-OB 0,99 1032,7* Tmax -1,00 -32,14*

Sélo se muestran las regresiones significativas (* P < 0,05; ** P < 0,01) y las variables independientes
que entraron en el modelo. DA-OA: destino Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo;
DB-OA: destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Tyep, t° promedio; Tyax, t°
maxima; Ty, t° minima; HR, humedad relativa; HR.sq, porcentaje de dias que HR fue menor al 50%.
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Tabla V.7. Variables de morfologia foliar medidas para las plantulas de Nothofagus
pumilio bajo distintos tratamientos (destino x origen) del trasplante reciproco

establecido en el Valle del Challhuaco.

Variable DA-OA DA-OB DB-OA DB-OB g. 1. F

Area 0,90 1,03 2,12 2,71 3.976  248.79%**
Perimetro 4,59 4,90 8,12 9.54 3.976  334.62%**
Forma 0.53 0.52 0.39 0.37 3.976  527.10%**
Largo (L) 1.32 1.38 2.13 2.47 3.976  278.98***
Ancho (A) 0.96 1.03 1.43 1.61 3.976  283.15***
L/A 0.73 0.75 0.68 0.66 3976  74.81%**
Denticion 4.90 4.92 5.79 5.92 3.976  184.13***

DA-OA: destino Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA:
destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. g. |. grados de
libertad. *** P < 0,001.
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Tabla V.8. Valores promedio de Qst calculados para las variables de crecimiento y morfologia foliar medidas en las plantulas de Nothofagus
pumilio bajo los distintos tratamientos del trasplante reciproco en el Valle del Challhuaco.

Crecimiento Morfologia foliar
Tratamiento
altura ramas promedio area perimetro largo ancho ancho/largo forma denticion  promedio

DA-OA 0.40 0.30 0.35 0.87 0.86 0.81 0.74 0.40 0.73 0.85 0.63
DA-OB 0.43 0.34 0.39 0.81 0.80 0.76 0.69 0.57 0.70 0.82 0.74
DB-OA 0.29 0.38 0.34 0.57 0.68 0.56 0.61 0.36 0.75 0.56 0.58
DB-OB 0.27 0.35 0.31 0.33 0.39 0.42 0.39 0.41 0.64 0.37 0.42
promedio 0.35 0.34 0.35 0.65 0.68 064 051 0.44 0.71 0.65 0.52

DA-OA: destino Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA: destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo,
origen aBajo.
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Tabla V.9. Valores de Qs calculados entre tratamientos para las plantulas de Nothofagus pumilio del trasplante reciproco en el Valle del
Challhuaco.

Crecimiento Morfologia foliar
Tratamiento
altura  ramas area  perimetro largo ancho ancho/largo forma denticion
DA-OA vs DA-OB 0,39 0,32 0,84 0,83 0,79 0,71 0,47 0,72 0,84
DB-OA vs DB-OB 0,28 0,36 0,37 0,44 0,44 0,43 0,40 0,67 0,41
DA-OA vs DB-OA 0,37 0,32 0,49 0,47 0,45 0,45 0,34 0,37 0,45
DA-OB vs DB-OB 0,34 0,35 0,29 0,29 0,30 0,30 0,33 0,32 0,29
DA-OB vs DB-OA 0,36 0,34 0,50 0,48 0,46 0,48 0,37 0,37 0,44
DA-OA vs DB-OB 0,32 0,33 0,28 0,28 0,29 0,28 0,32 0,32 0,29

DA-OA: destino arriba, origen arriba; DA-OB: destino arriba, origen abajo; DB-OA: destino abajo, origen arriba; DB-OB: destino abajo, origen
abajo.
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Figura V.1. a) Mapa de Sud América donde se muestra la ubicacion de Argentina; b),
mapa de Argentina con la ubicacion de la provincia de Rio Negro y del Parque Nacional
Nahuel Huapi; y c) mapa del Parque Nacional Nahuel Huapi mostrando la ubicacion de
los dos sitios experimentales en el Valle del Challhuaco (CHA y CHB).
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Figura V.2. Plantulas de Nothofagus pumilio creciendo en condiciones de jardin

comdan, en el Laboratorio Ecotono antes de ser trasplantadas al Valle del Challhuaco.
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Figura V.3. Fotografia de las plantulas de Nothofagus pumilio creciendo dentro de una

clausura contra herbivoria en el sitio experimental de altura (a) y en el sitio

experimental de abajo (b) en el Valle del Challhuaco.
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Figura V.4. Variables de crecimiento promedio medidas sobre las plantulas de
Nothofagus pumilio bajo los distintos tratamientos en los dos sitios experimentales del
trasplante reciproco establecido en el Valle del Challhuaco. Se muestra la altura
promedio de las plantas (a) y el namero de ramas (b) medidos durante los afios 2006-
2009. DA-OA: destino arriba, origen arriba; DA-OB: destino arriba origen aBajo; DB-

OA: destino aBajo, origen arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo.
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Figura V. 5. Tasa de crecimiento relativa (RGR) en relacion a la altura inicial (In(j) de
las plantulas de Nothofagus pumilio sometidas a los distintos tratamientos del trasplante
reciproco del Valle del Challhuaco. DA-OA: destino arriba, origen arriba; DA-OB:
destino arriba origen aBajo; DB-OA: destino aBajo, origen arriba; DB-OB: destino

aBajo, origen aBajo.
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Figura V. 6. Altura inicial (a) y diametro a la altura del cuello (b) medidas en
condiciones de jardin comun de las plantulas de Nothofagus pumilio previo al trasplante

reciproco en el Valle del Challhuaco. A: Arriba; B: aBajo.
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Figura V.7. Altura promedio de las plantulas de Nothofagus pumilio medidas durante
cuatro afios (2006-2009) en alturas contrastantes del Valle del Challhuaco. DA-OA:
destino arriba, origen arriba; DA-OB: destino arriba, origen aBajo; DB-OA: destino

aBajo, origen arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Las letras en mindscula

altura (cm)

indican los distintos grupos homogéneos.
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Figura V.8. Numero promedio de ramas de las plantulas de Nothofagus pumilio
medidas durante cuatro afios (2006-2009) en alturas contrastantes del Valle del
Challhuaco. DA-OA: destino Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen
aBajo; DB-OA: destino aBajo, origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Las

letras en mindscula indican los distintos grupos homogéneos.
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Figura V.9. Correlacion de Pearson entre la temperatura y la humedad relativa durante
el tercio mas célido y seco para los sitios experimentales de arriba (a) y abajo (b) del

trasplante reciproco establecido en el Valle del Challhuaco.
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Figura V.10. Relacién entre la tasa de crecimiento relativo (RGR) y (a) el porcentaje de
humedad relativa (HR) y (b) el nimero de dias en que la HR fue menor al 50 %
(HR<s09) durante el periodo de crecimiento en plantulas de Nothofagus pumilio bajo los
distintos tratamientos del trasplante reciproco en el Valle del Challhuaco. Los resultados
obtenidos para el periodo calido-seco arrojaron el mismo patrén. DA-OA: destino
Arriba, origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA: destino aBajo,

origen Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo.
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Figura V.11. Relacidn entre las variables de crecimiento de Nothofagus pumilio y las
variables bioclimaticas a lo largo de los afios para los distintos tratamientos del
trasplante reciproco en el Valle del Challhuaco. A, periodo anual; Cr, periodo de

crecimiento; Ca, periodo célido/seco.
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Figura V.11. (Continuacion...)
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Figura V.12. Relacion entre la mortalidad de las plantulas de crecimiento de
Nothofagus pumilio y las variables bioclimaticas a lo largo de los afios para los distintos
tratamientos del trasplante reciproco en el Valle del Challhuaco. A, periodo anual; Cr,

periodo de crecimiento; Ca, periodo calido/seco.
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Figura V.13. Variables de morfologia foliar de las plantulas de Nothofagus pumilio

medidas en alturas contrastantes del Valle del Challhuaco. DA-OA: destino Arriba,

origen Arriba; DA-OB: destino Arriba, origen aBajo; DB-OA: destino aBajo, origen

Arriba; DB-OB: destino aBajo, origen aBajo. Las letras en minascula indican los

distintos grupos homogéneos.
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Figura V.14. Estados fenoldgicos para las plantas de Nothofagus pumilio bajo distintos tratamientos (destino x origen) medidos durante los afios

2005 y 2006 en el Valle del Challhuaco, Patagonia. NL: sin hojas, BU: yemas hinchadas, RO: yemas recién abiertas, FE: hojas expandidas.
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Figura V.14. (Continuacion ...)
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El acervo genético de Nothofagus pumilio es el resultado de la combinacion de distintos
factores que han ocurrido a lo largo de su historia evolutiva en distintos tiempos
geoldgicos y a distintas escalas espaciales. La distribucion de los polimorfismos
genéticos encontrados mediante el analisis de ADN del cloroplasto ha podido capturar
una sefial histérica muy antigua y son concordantes con la paleogeografia de Patagonia.
Los Nothofagus son taxones muy antiguos que se originaron en el Oeste de Gondwana
hace 85 Ma, y los linajes actuales ya estaban presentes en varias regiones australes hace
aprox. 75 Ma (Hill et al. 1996). Cuando se originaron los Nothofagus, durante el
Cretacico superior, la configuracion espacial de los océanos era muy diferente a la
existente hoy en dia. Los continentes actuales australes formaban una sola masa de
tierra, el supercontinente de Gondwana. Ademaés, en esa época el paisaje estaba
caracterizado por un sistema de paleocuencas sedimentarias de distintos origenes que
fragmentaban el paisaje (Romero 1986, leRoux & Elgueta 2000, Lisker et al. 2006,
Suarez & Marquez 2007). En particular, en la actual region Patagdnica, existian
numerosas de estas paleocuencas, sobre todo en latitudes méas bajas, que se originaron
en distintos periodos del tiempo geoldgico. Durante el periodo Jurasico se abrié una
paleocuenca de grandes dimensiones a latitudes intermedias (43° S) de Patagonia, que se
mantuvo abierta hacia el Pacifico durante varios millones de afios (Suarez & Marquez
2007). Posteriormente a comienzos del Mioceno, se originaron otras paleocuencas de
origen marino situadas en latitudes menores (40° S). Probablemente la mayoria de estas
cuencas se drenaron juntamente con el levantamiento de la Cordillera de los Andes en el
Mioceno. Anteriormente a la formacion de la cordillera principal de los Andes, las
regiones montafiosas en el norte de la Patagonia, consistian de numerosas unidades

geoldgicas de origen pre-Mesozoico, mientras que en el sur habia grandes macizos de
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tierra (Drewry 1976; Pankhurst et al. 1999, 2006; Rosello et al. 2004). Este hecho es
particularmente importante para entender los patrones de distribucion de los
polimorfismos genéticos en N. pumilio, por tratarse de una especie que habita
principalmente ambientes montafiosos. Ademas de los factores geoldgicos, el clima de
épocas pasadas habria afectado la distribucion de las especies, incluida N. pumilio.
Durante el limite entre el Eoceno y el Oligoceno ocurrié un gran cambio climéatico a
nivel global, el régimen predominante pasé de ser tropical-subtropical a templado
(Huber & Nof 2006). Durante este periodo, ocurrieron las primeras glaciaciones en la
Antartida, por lo que la flora que habitaba altas latitudes se extinguié y/o tuvo que
migrar hacia el norte donde las condiciones climéticas eran méas favorables para la vida
terrestre. Este hecho coincide con la época de mayor distribucion y diversidad del
género Nothofagus. Sin embargo, en ese tiempo el principal limitante para la dispersion
de N. pumilio, habria sido la disponibilidad de ambientes adecuados para su
establecimiento. Los resultados presentados en el Capitulo 11 sugieren que la dispersion
de esta especie en el Sur de Sudameérica, previo al levantamiento de los Andes, habria
ocurrido siguiendo un modelo de piedra en paso utilizando las montafias antiguas
existentes como corredores. Esta dispersion habria ocurrido a través de diferentes rutas
colonizadoras independientes, que se ven reflejadas en los distintos linajes encontrados
mediante analisis de ADNc. Principalmente, las rutas habrian tenido direccion sur a
norte (Fig. 11.2), una en la region mas austral de la Patagonia, y la otra a latitudes
intermedias al norte de los 43° S. Dichos acervos genéticos, i. e. norte y sur, se
mantuvieron aislados durante un periodo prolongado acumulando mutaciones, y habrian
entrado en contacto mas recientemente cuando se drend la paleocuenca del Chubut.
Similarmente, las paleocuencas de Valdivia y Neuquén habrian aislado temporalmente a

los linajes del norte, i. e. Costa-norte, Andes-norte y Centro-norte (Fig. 11.4). Las
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diferentes caracteristicas geoldgicas en distintas latitudes hicieron que los patrones de
distribucién de los polimorfismos de ADNc difieran latitudinalmente. En el norte una
paleogeografia méas compleja habria generado mayores fragmentaciones en la
distribucidon de esta especie produciendo la marcada estructuracion genética evidenciada
por el ADNc. Por el contrario, las condiciones mas estables que parecen haber
gobernado en las regiones mas australes habrian permitido la persistencia de N. pumilio

en areas mas extensas sin sufrir grandes cambios en el ADNCc.

Posteriormente al levantamiento de los Andes, las paleocuencas se drenaron y se
desarrolld6 un marcado gradiente climatico oeste-este. Hacia el este, donde las
precipitaciones eran menores, se desarrolld la estepa Patagonica, y los bosques de
Nothofagus pasaron a ser dominantes exclusivamente en la region Andino-Patagonica.
En este mismo periodo finalizé la etapa de la ruptura de Gondwana, con la separacion
de la Peninsula Antéartica del sur de Sudamérica. Juntamente, se desarrollo la Corriente
Circumpolar Antartica, el clima se volvio més ciclico, y cada vez se fue tornando mas
frio. Asi, se desarrollaron las primeras glaciaciones en la region Austral de Sudameérica,
hace aproximadamente entre 7 y 5 Ma. En los periodos subsiguientes y principalmente
durante el Cuaternario ocurrieron grandes oscilaciones climaticas con alternancia de
periodos frios glaciarios y céalidos inter-glaciarios los cuales, sumado a los factores
anteriores, afectaron el acervo genético de N. pumilio. Las glaciaciones en la Region
Patagdnica fueron distintas en diferentes latitudes. Mientras que en el norte hubo
principalmente glaciares de valle que modificaron marcadamente la topografia del
lugar, en el sur los glaciares a pesar de ser mas extensos no generaron grandes cambios
en el paisaje. Los resultados presentados en el Capitulo 111 muestran como fue moldeado
el pool génico de N. pumilio bajo distintos escenarios glaciarios utilizando marcadores

moleculares isoenzimaticos, que son menos conservados que el ADNc, y por lo tanto
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reflejan patrones contemporaneos de flujo génico. Los periodos glaciarios no habrian
afectado significativamente a N. pumilio por tratarse de una especie tolerante al frio. Las
poblaciones del sur presentaron mayores niveles de diversidad genética y mayor
diferenciacion interpoblacional, sugiriendo la supervivencia de N. pumilio en multiples
areas libres de hielo y de alli habrian recolonizado otras areas despueés del retroceso de
los hielos. Por el contrario, las poblaciones del norte presentaron menores niveles de
variacion isoenzimatica y diferenciacion poblacional, como resultado de los repetidos
cuellos de botella sufridos durante el Pleistoceno. En los periodos frios, N. pumilio
podria haber expandido su rango, pero dado que en el norte esta especie esta restringida
principalmente a las cumbres de las montafas se dificultaba su expansion hacia abajo
por la presencia de glaciares en los valles y por competencia con otras especies menos
tolerantes al frio que habitan en las regiones mas bajas. En cambio, en los periodos
calidos N. pumilio habria ascendido siguiendo las condiciones climéticas favorables
para su supervivencia, reduciendo su rango. La mayor divergencia genética encontrada
en el grupo Sur podria estar indicando que las poblaciones en latitudes australes habrian
sufrido aislamientos historicos, mientras que el menor nivel de estructuracién en el
norte sugiere que la divergencia genética inter-poblacional es un fenébmeno reciente.
Asi, para esta especie auto-incompatible, la relativamente mayor endogamia hacia el
rango norte de distribucién indicaria que la seleccion natural habria tenido mayores
oportunidades de purgar variantes genéticas perjudiciales en homocigosis pudiendo ser
mas resilientes a los disturbios, mientras que las poblaciones australes serian mas
propensas a sufrir de las modificaciones en las tasas de flujo génico y tamafio
poblacional. Por lo tanto, esto deberia ser tenido en cuenta durante el disefio de practicas
de manejo y conservacion en N. pumilio, la cual es considerada una especie clave que

actualmente esta siendo sometida a préacticas de extraccion.
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Nothofagus pumilio es la especie dominante de bosques altoandinos y de altas
latitudes donde forma mayormente rodales puros a lo largo de més de 2.000 km de
distribucién latitudinal. A lo largo de su amplio rango presenta una marcada
diferenciacién genética a lo largo del gradiente altitudinal. Los resultados presentados
en el Capitulo IV muestran que a escala local, la distribucion de la variacion genética
dentro de las poblaciones ha mostrado estar estrechamente relacionada con el modo de
regeneracion predominante y con las caracteristicas ecologicas de cada sitio en
particular. Mientras que en sitios que no han sido disturbados y en donde predomina la
regeneracion por semillas, el establecimiento de las plantulas depende principalmente
de la disponibilidad de micrositios microclimaticamente favorables y de la competencia
con otras especies, la estructuracion genética es mayor. En cambio, en sitios que han
sufrido disturbios recurrentes, la distribucion de los genotipos en el espacio seria
aleatoria como resultado del establecimiento postdisturbio de plantulas provenientes de
unos pocos individuos remanentes que sobreviven el disturbio. Por otro lado, la
ausencia de una estructuracion genética en condiciones extremas del gradiente
altitudinal, seria el resultado de una mayor homogeneizacion genética producida por la
predominante regeneracion vegetativa en sitios donde las condiciones para la
produccion de semillas y el establecimiento de plantulas son poco favorables. Esto
también se ve reflejado en los menores indices de diversidad genética encontrados en
poblaciones de mayor altura en comparacion con los sitios de menor altitud dentro de un
mismo cerro. Ademas, las diferencias genéticas encontradas en N. pumilio a lo largo del
gradiente altitudinal mostraron tener valor adaptativo. Los resultados presentados en el
Capitulo V muestran claramente que las plantas de altura estan adaptadas a presiones de
seleccidn extremas, y que esas adaptaciones estan fijadas genéticamente, limitando su

crecimiento en sitios de baja altitud. Por el contrario, las plantas que habitan en menores
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altitudes serian mas plasticas sugiriendo una relativa ventaja competitiva frente a las
plantas creciendo en ambientes de altura. A pesar de todos los eventos que afectaron a
N. pumilio a lo largo de su historia evolutiva, esta especie ha respondido vigorosamente
a los grandes cambios climéticos pasados, incluso durante las Ultimas glaciaciones, bajo
condiciones que son desfavorables para la mayoria de las especies. Nothofagus pumilio,
por ser una especie tolerante al frio, ha sido capaz de sobrevivir a lo largo del tiempo y
se ha adaptado exitosamente a la vida en ambientes montafiosos, donde actualmente
existe como la Unica especie dominante. En el corto plazo, ante escenarios de
calentamiento y debido a la plasticidad que muestran las plantas de menores alturas, se
espera que las poblaciones de N. pumilio asciendan altitudinalmente en respuesta al
aumento de la temperatura que esta ocurriendo a nivel mundial, y asi seran capaces de
sobrellevar los cambios futuros. Sin embargo, en el largo plazo, sobre todo en
poblaciones ubicadas hacia el norte de la distribucion de la especie, donde el clima es
mas céalido, las condiciones climaticas venideras podrian no ser favorables en ambientes
de altura, debido al estrés hidrico que ocurrira en respuesta al aumento de la temperatura

ambiente, conduciendo a la extincion local.
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7. Conclusiones Generales

N. pumilio ha conservado su identidad como especie desde el Paledgeno y ha

respondido localmente a los cambios climaticos Nedgenos.

A escala regional, los patrones de variacion genética en el ADN del cloroplasto de
N. pumilio estan estructurados geograficamente y son consistentes con la

paleogeografia del Pale6geno de Patagonia.

A escalas locales, los patrones genéticos isoenzimaticos de N. pumilio reflejan las

oscilaciones climéticas del Cuaternario y muestran diferencias con la latitud.

Las poblaciones del norte presentan mayores indices de endogamia en respuesta a
fragmentaciones poblacionales debido al ascenso altitudinal bajo la influencia de

climas mas calidos durante los interglaciares.

Las poblaciones del sur presentan una alta divergencia interpoblacional lo que
sugiere una dispersion local desde multiples areas libres de hielo durante los

periodos de enfriamiento.

A escala de rodal, la ausencia de estructura genética a escala espacial reducida en el
rodal de baja altura en el Cerro Otto se correlaciona con la estructura coetanea

posfuego.
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La marcada estructura genética a escala espacial reducida en los cerros Challhuaco
y Lopez indicaria un establecimiento agrupado de plantulas en claros abiertos bajo

el dosel.

Rodales de altura presentan estructuras etarias y genéticas complejas que reflejan la

historia de disturbio del sitio.

Las diferencias genéticas medidas en las plantas de N. pumilio a lo largo del
gradiente altitudinal se traducen en una mayor plasticidad y una mayor respuesta

aclimatativa en las plantas provenientes de menor altitud.



Apéndices 222

8. Apéndices
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Apéndice 1. Protocolo de extraccion de ADN para muestras con alto contenido de

polisacaridos.

Adaptado de Doyle & Doyle 1990. TA: temperatura ambiente; H: heladera; F: freezer.

1.

10.

11.

Agregar 7,5 mg de DTT (H) y 0,01 g de PVP 40000 (TA) por cada 1 mL de
buffer de extraccion. Calentar el buffer de extraccion a 55°C.

Colocar 1 hoja grande (40 mg material seco, o 100 mg material fresco) en un
tubo Eppendorf de 0,5 mL y sumergir el tubo en nitrégeno liquido y moler hasta
obtener un polvo fino.

Agregar 1 mL de buffer de extraccion en cada tubo y mezclar bien.

Incubar en bafio a 55° C durante 1 hora. Homogeneizar por inversion del tubo
cada 15 min.

Sacar los tubos del bafio y dejarlos 10 min para que se enfrien.

Agregar 400 pL de diclorometano (TA) y mezclar suavemente hasta obtener una
emulsion.

Centrifugar 10 min a 13000 rpm. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo
cuidando de no pipetear la interfase.

Repetir pasos 6y 7.

Agregar 400 pL (2/3 del volumen) de isopropanol (F) y mezclar suavemente. Si
el pellet de ADN no aparece, colocar los tubos en freezer a -20°C durante 30 min
(Se puede dejar toda la noche).

Centrifugar 15 min a 13000 rpm. Remover el isopropanol cuidando de no perder
el pellet y secar los tubos durante 1 hora sobre papel de filtro a TA.

Agregar 300 pL de TE o Ae (con ARNasa, 0,2 puL/mL) y 200 pL (2/3 vol.) de

NaCl 5M. Mezclar bien suavemente hasta que el pellet se disuelva.
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12. Agregar 1 mL (2 vol.) de etanol 100% (H), mezclar suavemente. Colocar a -20°

13.

14.

C al menos 1 hora (se puede dejar toda la noche o varios dias).

Centrifugar 15 min a 13.000 rpm. Remover el sobrenadante cuidadosamente y
secar los tubos durante 1 hora sobre papel de filtro.

Agregar 50-100 pL de buffer TE 1X (TA) o buffer Ae (TA) con ARNasa (0,2

puL/mL de solucion stock: 100 mg/mL). Colocar en bafio a 55° C durante 10 min.

Buffer de extracciéon de ADN

ATMAB (Alkyltrimethyl Ammonium Bromide) — Sigma M7635 20 gr
*EDTAO05MpH 8 40 mL

*TrisHCI1 M pH 8 100 mL

*NaCl 5 M 280 mL

H,0 destilada llevar a 1000 mL

* Autoclavar antes de preparar el buffer. Disolver el ATMAB en bafio a 55°C.

Autoclavar el buffer de extraccion una vez preparado.

Buffer TE 10X (Solucién stock)

Tris 100 mM 12,11 gr
EDTA 10 mM 3,72 gr
H20 destilada 1000 mL

Agregar 20 mg/mL de ARNasa

Solucion NaCl 5M (para preparar 1000 ml)
Nacl 292,2 gr

H20 destilada 1000 mL
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Apéndice 2. Parametros de diversidad genética calculados para marcadores moleculares
de ADN del cloroplasto e isoenzimas.
Basado en Berg & Hamrick (1997); Hartl & Clark (1997); Degen (2000); Meril&

& Crnokrak (2001); Premoli & Kitzberger (2005).

Parémetros de diversidad genética molecular: son indices que se utilzan para medir

el grado de variabilidad genética a partir de secuencias de ADN haploides.

Diversidad haplotidica (h): es la probabilidad de que dos haplotipos escogidos
aleatoriamente en la muestra sean diferentes. n = nimero de secuencias en la

muestra; k = namero de haplotipos; p; = frecuencia del haplotipo i en la muestra.

i

n n )

A= 500)
i=1

n—1

Diversidad nucleotidica (r): es la probabilidad de que dos nucle6tidos
homalogos escogidos aleatoriamente en la muestra sean distintos. djjdivergencia

entre las secuencias de los haplotipos i y j; L = namero de loci.
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Sustituciones: son mutaciones en las que se altera un solo par de bases. Hay dos
tipos de sustituciones segun si se altera o no la naturaleza quimica de las bases

cambiadas, las transiciones y transversiones.

Transiciones: son mutaciones de punto en las cuales no se altera la
naturaleza quimica de la base, por lo tanto se sustituye una purina por
otra purina (A por G, o G por A), 0 una pirimidina por otra pirimidina (T

por C, o C por T).

Transversiones: son mutaciones de punto en las cuéles se altera la
naturaleza quimica de la base, se sustituye una purina por una pirimidina
(AporCoAporT,CporAoCporG;GporCoGporT; TporAoT

por G).

Inserciones/deleciones: son mutaciones en las cuales se omite uno o

varios pares de bases.

Analisis demograficos: éste tipo de analisis se realiza para detectar cambios en el
tamario poblacional que son indicadores de eventos pasados que han ocurrido a

nivel poblacional.

D de Tajima: es un test estadistico desarrollado por Tajima (1989) que se utiliza
para detectar si las secuencias de ADN evolucionan en forma neutral o no. La

hipédtesis nula del test es evolucion neutral. Valores negativos de D de Tajima



Apéndices

227

significan un exceso de polimorfismos de baja frecuencia, indicando expansion
poblacional y/o seleccion. Valores positivos de D de Tajima expresan niveles
bajos de polimorfismos de alta y baja frecuencia, indicando una reduccién en el

tamafio poblacional y/o seleccion estabilizadora.

F de Fu y Li: es un test estadistico similar al D de Tajima que se utiliza para
testear la hipétesis de que todas las mutaciones son selectivamente neutras
(Kimura 1983). El test estadistico F se basa en las diferencias entre el nimero de
mutaciones que aparecen una unica vez en las secuencias (“‘singletons”) y el
namero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (Fu &

Li 1993).

Analisis de distribucion no correspondida (MMD): es el calculo del nimero
de sitios diferentes entre todas las combinaciones de pares de secuencias de
ADN en una muestra. Los distintos patrones de distribucion de estas diferencias
indican historias demogréficas distintas. En poblaciones que han sido estables a
lo largo del tiempo o que presentan una marcada diferenciacion geografica, la
distribucion de las diferencias entre pares de secuencias posee una forma
multimodal, mientras que en una poblacion que ha sufrido una expansion genera
una distribucion suave y unimodal. La posicién del pico refleja el tiempo del
crecimiento poblacional (Harpending 1994). Una distribucién bimodal indicaria
que las poblaciones han estado histéricamente aisladas o que la muestra esta

compuesta por especies distintas.
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Medidas de variabilidad genética: son parametros que miden la diversidad genética

para caracteres de un unico gen.

A: nimero promedio de alelos por locus, considerando los loci monomérficos y

polimérficos.

Ap: numero promedio de alelos por locus polimorfico.

Ac: nimero efectivo de alelos; es la inversa de la suma de cuadrados de las

frecuencias alélicas.

At: es el niumero total de alelos observados en todos los loci.

P: es el porcentaje de loci polimérficos del total de los loci analizados.

He: la heterocigosis esperada o diversidad génica es la proporcion esperada de
loci heterocigotas para cada individuo, promediada sobre todos los loci. Existen
distintas formas de estimar este parametro. Generalmente se utilizan las
estimaciones no sesgadas. Entre ellas estan la heterocigosis esperada de Nei
(1973), y la heterocigosis esperada estimada mediante el algoritmo de Levene

(1949), que es equivalente a la estimacion no-sesgada de Nei (1978).

H.=1-Xp
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Ho: es la heterocigosis observada, que se calcula directamente de las frecuencias

fenotipicas observadas.

Ar: lariqueza alélica es el numero de alelos presentes en una muestra, calculada
mediante el uso del método de rarefaccion para corregir por el tamafio
poblacional (el Mousadik & Petit 1996, Kalinowski 2004). EI método de
rarefaccion fue desarrollado por Hurlbert (1971) para obtener el nimero
esperado de especies en una muestra de n individuos seleccionados
aleatoriamente, luego éste indice fue adaptado para genética de poblaciones por
el Mousadik & Petit (1996). Dado que la riqueza alélica en una poblacién
depende del tamafio muestral (Nei 1978), el método de rarefaccion permite hacer
comparaciones del numero de alelos entre poblaciones, cuando el tamafio de las
muestras no es igual para todas las poblaciones. Asi, se puede estandarizar el
numero de alelos por poblacion, y comparar este indice entre todas las
poblaciones (El Mousadik y Petit 1996). Este método utiliza la frecuencia de los
alelos de un locus para estimar el niamero de alelos que habria en muestras de
menor tamafio. La riqueza alélica (7) es calculada para un tamafio muestral de g
genes; N; representa el nimero de veces que aparece el alelo i en los N genes

muestreados.

F: es el indice de fijacion o coeficiente de endogamia. Mide la desviacion
proporcional de la heterocigosis observada de la esperada bajo la condicién de

equilibrio Hardy-Weinberg. Cuando el nimero de heterocigotas es menor que el
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esperado, F es positivo; mientras que cuando hay un exceso de heterocigotas, el

valor de F es negativo.

H+: es la diversidad genética total medida para un locus determinado.

2
Hr=1-1pj. donde p; es la frecuencia media del alelo i en la muestra.

Gst: es la diferenciacion inter-poblacional relativa a la diversidad genética total.

Dgr

{';.H.I.z

Hs: es la diversidad genética intra-poblacional. Es la diferencia entre la

diversidad genética total y la diferenciacion interpoblacional.

Hs = Hr - Dsr;

Medidas de estructuracion genética poblacional: miden que proporcion de la

variacion genética total se distribuye dentro y entre las poblaciones.

Estadisticos F de Wright: fueron disefiados por Wright (1951) para medir el

nivel de estructuracion genética de una poblacion y de sus sub-poblaciones.
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Miden la fijacion de los alelos en tres niveles de organizacion: individual, sub-
poblacion, y poblacion. El grado de significancia de estos estadisticos es
analizado por medio de intervalos de confianza generados mediante métodos de

iteracion sobre todos los loci desarrollados por Weir & Cockerham (1984).

Fis: es la desviacion proporcional de la heterocigosis observada de la
esperada dentro de las sub-poblaciones. Es interpretada como una medida

de endogamia dentro de la poblacion.

Fir: es la desviacion proporcional de la heterocigosis observada de la
esperada en la poblacion total. Es interpretada como medida de la

endogamia total.

_Hy-H,

Fst: es la desviacion proporcional de la heterocigosis esperada total de la
heterocigosis esperada dentro de las sub-poblaciones. Es interpretado

como medida de diferenciacion inter-poblacional.
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@<t es una estimacion de la diferenciacion poblacional, analoga al Fst, basada
en la varianza genotipica provista por el programa GenAlEx. Es interpretado
como la proporcion de la varianza total que se da entre poblaciones. Siendo Va

la varianza entre poblaciones; y Vy la varianza dentro de las poblaciones:

Qst: mide el grado de diferenciacion genética poblacional calculada a partir de
caracteres cuantitativos. Siendo o”cg la varianza entre las poblaciones y o’cw la

varianza dentro de las poblaciones.

2
Ocr — 0GB
2:‘!1 5 3 3
oow T 9GB

Medidas de estructuracion genética espacial: miden el grado de parentesco entre los

individuos distribuidos en el espacio.

I de Moran: es un estadistico para medir la estructuracion genética espacial
dentro de una poblacion. El indice se calcula para una determinada clase de
distancia sq. Siendo n el nimero total de muestras; wi; = 1 si los individuos i y j
pertenecen al intervalo de distancia sq, sino wjj = 0; a; es 1 si el individuo i es

homocigota para ese alelo, 0,5 si es heterocigota, y 0 si el individuo no tiene
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ninguna copia del alelo. El valor a corresponde al valor promedio de a; para

todos los n individuos.

n S w,(a, —a)(a, —a) non
o =3,
q n )
IVZ(“; _5)2 i=l j=#i
=1

Numero de alelos en comun: es el namero promedio de alelos en comun, sobre
todos los loci, entre pares de individuos que pertenecen a una determinada clase
de distancia. Los valores varian entre 0 y 2. El valor promedio entre todos los

pares de individuos sirve como valor de referencia. Los valores mayores al valor
de referencia indican una estructuracion genética espacial positiva, y los valores

por debajo del valor de referencia indican una estructura espacial negativa.
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