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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo principal del Proyecto fue evaluar la variabilidad genética de roble y rauli
mediante el uso de marcadores moleculares (RAPDs, cpADN) e isoenzimaticos para la
fijacion de criterios de conservacion, mejoramiento genético, reforestacion, manejo y
aprovechamiento.

Los objetivos especificos planteados para el proyecto fueron:

» identificar y diferenciar genéticamente procedencias de N. nervosay N. obliqua;

» evaluar la variabilidad genética de roble y rauli chileno y argentino a través de
marcadores bioquimicos (isoenzimas) y de roble y rauli chileno y argentino mediante
el uso de marcadores moleculares (RAPD y cpADN);

» determinar niveles y direccion de introgresién en los hibridos naturales formados por
N. nervosay N. obliqua (isoenzimas);

e asociar la informacion genética con la distribucion geogréafica de las especies y
poblaciones;

» disponer de semilla de medio hermanos para un futuro establecimiento de ensayos de
progenie;

« disponer de un banco de semillas de las poblaciones argentinas de ambas especies.

En Chile, la colecta de poblaciones se realizo utilizando una seleccion de sitios basado en
antecedentes de variacion climatica, distribucion geografica, limites fitogeograficos y
variacién genecoldgica observable.

En Argentina, la metodologia utilizada en lo que respecta a recoleccién de semilla a nivel
poblacional se realiz6 con redes colocadas en las poblaciones, previamente a la caida de
los frutos. La cosecha de familias de medio hermanos para su utilizacién en el analisis de
control genético y ensayos de progenie se realiz6 con ayuda de pértigas, cosechando los
frutos a partir del arbol madre. Los estudios de laboratorio se realizaron a través de
técnicas de electroforesis horizontal en gel de almidon (isoenzimas) y método PCR-RFLP
para los analisis moleculares (cpADN).

Los objetivos planteados para la componente Argentina se cumplieron segun los plazos
estipulados por el Proyecto. El grado de ejecucion de los mismos con respecto al estudio
de las poblaciones Argentinas super6 lo planificado originalmente ya que se analiz6 un
namero mayor de poblaciones.

En lo referente a nuevas tecnologias desarrolladas, y en el marco del Convenio INRA-
INTA se desarrollaron en el Laboratoire de Génétique et Amélioration des Arbres
Forestiers, Cestas, INRA, Francia un set de SSRs para Nothofagus. En dicho Instituto se
probaron y caracterizaron los nuevos primers, asi como la transferibilidad de los SSRs
desarrollados para Quercus (europeos Yy americanos), género emparentado. La
potencialidad de este marcador radica en su futura aplicacion en estudios de flujo génico,
necesarios para entender la estructura genética hallada a partir de este Proyecto en las
poblaciones argentinas de ambas especies.

La difusién de los conocimientos generados a partir del Proyecto se llevé a cabo a través
de publicaciones cientificas, capitulos en libros técnicos, presentaciones en Congresos e
Informes Técnicos (Anexo 1).

Los resultados obtenidos muestran en el lado argentino para ambas especies una alta
diferenciacién genética entre poblaciones relativamente cercanas dentro de una misma



cuenca lacustre. La diversidad genética, en cambio, mostré6 patrones de variacion
diferentes para ambas especies. Mientras que en Rauli la mayor diversidad genética se
observo en las poblaciones argentinas ubicadas al Oeste en Roble las poblaciones con
mayor diversidad se encontraron al Este. La distribucion geogréfica de los haplotipos de
ADN de cloroplasto muestra en general una variacion latitudinal para ambas especies en
Argentina y longitudinal en Chile. El analisis conjunto de ambos tipos de marcadores
permitié la identificacion de &reas prioritarias para la conservacion (segun criterios
genéticos) a partir de lo cual surgieron pedidos oficiales a las autoridades competentes en
cada caso para la recategorizacion, en el caso de areas de jurisdiccibn de Parques
Nacionales y pedido de declaracidbn como area de reserva, en el caso de bosque de
propiedad privada, como asi también la identificacion de zonas de transferencia de semilla
para el futuro manejo silvicola de la region. Dada la importancia y alcance de los
resultados obtenidos, la continuidad en los estudios posibilitaria una mayor profundizacién
en el conocimiento y entendimiento de las causas que modelan y modelaron la estructura
genética actual de estos bosques, brindando de esta manera la posibilidad de contar con
mayor nimero de herramientas para la formulacién de estrategias de conservaciéon y
manejo para dichas areas.

Las restricciones y limitantes encontradas para el desarrollo del proyecto se relacionaron
con la recoleccion del material de estudio. En el lado Argentino no pudo realizarse una
cosecha individual de 10 arboles por poblacion tal como estaba planeado originalmente ya
que no hubo disponibilidad de fondos para tal fin. Por este motivo se opté por la
metodologia de cosecha descripta arriba que fue ejecutada con fondos de INTA y de la
Administracion de Parques Nacionales. Por otro lado, las muestras de ADN de
poblaciones chilenas que debian ser analizadas en Argentina (variacion en ADN de
cloroplasto) presentaron fallas en la amplificacién. Se debid recurrir entonces a muestras
obtenidas en plantulas ubicadas en el vivero de INTA EEA Bariloche generadas a partir de
una muestra incompleta de semillas enviadas por el INFOR. Por este motivo el andlisis de
ADN de cloroplasto se pudo realizar con sélo 11 poblaciones chilenas de Rauli (estaban
planificadas 22) y 9 poblaciones chilenas de Roble (estaban planificadas 23).



IDENTIFICACION Y COLECTA DE POBLACIONES DE N. alpina Y N. Obliqua EN
CHILE Y ARGENTINA

INTRODUCCION

El mayor conocimiento cientifico y el aprovechamiento productivo del bosque de roble y
rauli en Chile y Argentina implica la necesidad de identificar y colectar poblaciones
representativas de su distribucién geografica.

En Chile, estas dos especies representan un total de 1.672.475 hectéreas, de las cuales
1.234.732 hectareas son renovales, 429.536 hectareas son de bosques adultos y 8.207
hectareas son de bosque achoaparrado. En Argentina, el roble y el rauli ocupan una
superficie aproximada de 55.000 has, distribuidas en forma interrumpida en una regién de
aproximadamente 1 millén de has.

En Chile, el roble, se encuentra distribuido en la Cordillera de Los Andes, desde
Colchagua (34°30’ de Lat. S), por el norte y hasta la zona de Llanquihue (X regién), por el
sur. En la Cordillera de la Costa, crece entre los cerros La Campana, El Roble y La
Campanita (V region), por el norte hasta la zona de Osorno (X regién), por el sur
(Donoso, 1994). En su limite norte, en la Cordillera de Los Andes, se encuentra entre los
1.000 y 2.000 metros de altitud, en cambio en la zona norte de la Cordillera de la Costa,
habita entre los 850 y 2.220 metros de altitud, en exposiciones sur y sureste. A medida
que el bosques andino se desplaza hacia el sur se va haciendo mas continuo y se va
reduciendo su presencia en altura, desde alturas mayores a los 1000m hasta los 600m
(Donoso, 1994). El rauli, es una de las especies nativas méas valiosas. En la Cordillera de
los Andes se encuentra distribuida desde el sur del rio Teno (VII regién) hasta Valdivia (X
region), partir de los 500 metros de altitud. En la Cordillera de la Costa esta especie se
encuentra presente desde la ribera norte del rio Itata (VIII region) hasta Valdivia, en las
partes altas hasta los 1.200 metros de altitud (Donoso, 1978).

En Argentina, el rauli se distribuye a lo largo de numerosas cuencas lacustres de origen
glaciario en sentido oeste-este. Esta especie se ubica en forma continua en un rango
longitudinal que va desde los 39°25"a los 40°35 Lat. Sur y en altitud desde los 600 hasta
los 800 m, mientras que el roble se presenta en forma fragmentada entre los 36°49y los
40°11°S y desde los 800m hasta los 1000 m de altura. Ambas especies se distribuyen
dentro de un rango de precipitaciones de 3.000 a 1.200 mm (Gallo et al., 2000).

La amplia variedad de ambientes en que se desarrollan estas especies hace suponer una
gran variabilidad genética que es necesario estudiar y capturar. Por lo tanto, los objetivos
de esta etapa del proyecto fueron: 1) Identificar y colectar poblaciones de roble y rauli que
sean representativas de su diversidad genética; 2) Proveer de material genético para los
estudios bioguimicos, moleculares y ensayos de progenie; y 3) Conservar parte de este
material genético en Bancos de germoplasma.

COMPONENTE CHILENO
Materiales y Métodos

La primera etapa, incluyé un estudio de la distribucién geogréfica del roble y rauli para
seleccionar las poblaciones a incluir en este proyecto. Para la identificacion de las
poblaciones se utilizaron datos de variacion climatica latitudinal y altitudinal, distribucién
geogréfica actual de las poblaciones, limites fitogeograficos y variacion genecolégica
observable (Vergara et al, 1998).



Resultados

Los antecedentes recopilados permitieron distinguir tres macroclimas: centro-norte, centro
y sur. En el macroclima centro-norte se identificé solo una regién de procedencia de roble,
en cambio, en el macroclima centro se identificaron seis regiones de procedencia de roble
y tres procedencias de rauli y en el macroclima sur se detectaron 7 regiones de
procedencia de roble y cuatro de rauli, lo que totalizé 14 regiones de procedencia de roble

y 7 de rauli (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion de regiones de procedencia

Regiones de Procedencia

Macroclima
Roble Rauli
Centro - Norte 1-C
Centro 2-C 3-C * 6-D * 8-A 9-A 10-A 3-C * 8-A 9-A
Sur 4-C 5-C * 7-D * 11-A 12-A 13-A 14-A 5-C * 11-A 13-A
14-A

La distribucién geografica fue dividida en macroclimas (centro-norte, centro, sur), regiones
de procedencia (14 en roble y 7 en rauli), y procedencia y puntos de colecta (39 en roble y
18 en rauli) (Fig. 1). Finalmente, los puntos de muestreo o poblaciones cosechadas
dentro de cada zona de procedencias se caracterizaron en funcion del sitio, bosque y a

nivel individual.
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Fig. 1: Delimitacion de regiones de procedencia

Posteriormente, en roble, se identificaron 39 procedencias o poblaciones o puntos de
muestreo y para el caso de rauli, se determinaron 8 poblaciones. Cada poblacion se
describié su ubicacion geogréfica: regidon, provincia, comuna y ubicacion especifica
(Cuadro 2).



Cuadro 2: Ubicacion de puntos de muestreo o poblaciones

Especie | Region Poblaciones REG| PROV COoMm LUGAR
Roble 1-C 1.Til-Til RM Chacabuco |[Til-Til Cuesta La Dormida
2. Lampa RM Chacabuco [Lampa Robleria de Lampa
3. Alhue RM Melipilla Alhue El Membrillo
2-C 4. Alto colorado VI Card. Caro |Pichilemu Alto Colorado
5.R.N. Los Ruiles Vil Cauquenes |Cauquenes Los Ruiles
6.1 Ninhue Vil Nuble Ninhue Cerro Curahuén
6.2 Quirihue Vil Nuble Quirihue Quirihue
3-C 7. Cayumanqui VIl Concepcion [Quillén Cerro Cayumanqui
8. Curanilahue VIl Arauco Curanilahue | San José de Colico
9. L. Lanalhue Vil Arauco Cafiete Cam. Cafiete-Purén
10. Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
4-C 11. Cuesta Lastarria IX Cautin Loncoche San Antonio
12. Cruces X Valdivia Valdivia Sector Cayumapu
5-C 13. Llancacura X Valdivia La Unién Trumao
14. Rio negro X 0Osomo Rio Negro Rio negro
15. Purranque X 0somo Purranque Cam.Purranque-Frutillar
6-D 16. Victoria IX Malleco Victoria Inspector Fernandez
17. Quepe IX Cautin Freire Quepe
7-D 18. Malalhue X Valdivia Lanco Purulén
19. Futrono X Valdivia Futrono Futrono
20. Rupanco X 0sormo P. Octay Hacienda Rupanco
8-A 21. Sierras de Bellavista | VI Colchagua |San Fernando [Sierras de Bellavista
22. Alto Lircay VI Talca San Clemente |Altos de Lircay
23. Altos de Vilches VI Curico Molina Altos de Vilches
24. Vilches Vil Talca San Clemente |Vilches
25. Bullileo Vil Linares Parral Bullileo
9-A 26. R. Nac. Nuble VIl [Nuble Recinto Las Trancas
27. Ralco VIl Bio-Bio Santa Béarbara |Camino Ralco-Pangue
28. Recinto Vil Nuble Pinto Cam.Pinto-Recinto km.10
29.Sta. Barbara Vil Bio-Bio Santa Bérbara |Parcela 43
10-A 30. Loncopué, Arg.
11-A 31. L. Galletue IX Malleco Melipeuco Icalma
32. Cunco IX Cautin Cunco Lomacura
33. L. Colico IX Cautin Cunco Puerto Puma
34. Curarrehue IX Cautin Curarrehue Puesco
12-A 35. P. Pino Hachado, Arg
36. Aluminé, Arg.
13-A 37. Choshuenco X Valdivia Panguipulli Puerto Fuy
38. Llifén X Valdivia Futrono Llifén
14-A 39. Lago Lacar, Arg.
Rauli 3-C 1. Quebrada Bellavista  [VII Colchagua |San Fernando [Sierras de Bellavista
2. Cord. Nahuelbuta VIII Bio-Bio Nacimiento Los Guindos
3. Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
5-C 4. Las trancas X Valdivia La Unién Cam. Trumao-Hueicolla
5. Huellusca X 0sorno Purranque Huellusca
8-A 6. Radal 7 Tazas Vil Curico Molina Radal
7. Vilches VI Talca San Clemente |Vilches
8. Emb. Bulileo Vil Linares Parral Bullileo
9-A 9. Recinto VIl Nuble Pinto Los Lleugues - Atacalpo
10. Sta. Barbara VIl Bio-Bio Santa Barbara |El huachi
11.Jauja IX Malleco Collipulli Jauja
11-A 12. Malalcahuello IX Malleco Curacautin Malalcahuello
13. Melipeuco IX Cautin Melipeuco El Manzano
14. Curarrehue IX Cautin Curarrehue Puesco
13-A 15. Releco X Valdivia Panguipulli Releco
16. Neltume X Valdivia Panguipulli Neltume
17. Arquilhue X Valdivia Futrono Llifén
14-A 18. Lago Lacar, Arg.

En la figura 2, se ilustra la posicion de cada punto de muestreo en el plano de regiones
de procedencia, para ambas especies.
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Fig. 2: Mapa de regiones de procedencias, puntos de muestreo para analisis de
marcadores genéticos

La descripcion de cada poblacién se presenta en el Cuadro 3 para roble y en el Cuadro 4
para rauli.



Cuadro 3. Descripcion de los puntos de muestreo de roble

Purto oo | isoaréica | P95 | Semero | gl bosque | * 95T | gt 2 produto | socil
L.Til-Til CCor LA S.E. B RSD 600 MM AS, SM C

2. Lampa CCor LM SE. N RA 400 MM Nula

3. Alhue CCoc LB S.0 B AA MM BS

4. Alto colorado CCoc LB 0 B BAS 400 MM BS

5.R. N. Los Ruiles CCoc LM N B RAYy BAS 300 MM AS, SM D,C
6.1 Ninhue CC.or LA SySE B RA 400 MA AS, SM DyC
6.2 Quirihue CCor LA S M RSD 550 MM AS DyC
7. Cayumanqui CC.or LMy LA E M RSDyRA | 500y 300 MA SM DCel
8. Curanilahue CCor [LMyLA SYE B RA 200 MA SM DYC
9. L. Lanalhue PL VA A RSDyRA | 500y 350 MA A DyC
10. Pichipillahuén CCor LM S.0 B RA 350 MM AS,SM D,0
11. Cuesta Lastarria CCor LM S M BAS 150 MM AS D,0
12. Cruces PL VA M RA 240 MA SM DyC
13. Llancacura CC.or LM y VA E A BAS Y CN 240 MA M DyC
14. Rio negro DI VA A BASy RA 330 MA SM DyC
15. Purranque DI VA A AS y BAS 280 MA AS D
16. Victoria DI VA M RSDyCN 400 MM SM D,C,0
17. Quepe DI VA A RA 250 MM AS D
18. Malalhue DI LM EyO A RSD 600 MM SM DyC
19. Futrono DI VA A RAY AA 330 MA AS DyC
20. Rupanco DI VA M RA 225 MM AS D,OA
21. Sierras de Bellavista CA LM N B BASy AA 100 MM BS D,C,0
22. Alto Lircay CA LA N.O B RSD 550 MM BS D,C
23. Altos de Vilches CA LM 0 B RSD 550 MM BS (00)
24. Vilches PCA LB 0 B BAS 350 MM SM D,C,0
25. Bullileo CA LM S B RA 350 MM SM D,0
26. R. Nac. Nuble PCA LM E M RAY BAS 330 MA SM DyC
27. Ralco CA,0c LMyVA | OyNO M RAy BAS 330 MA SM DCyA
28. Recinto PCA VA M RSD 625 MM SM DCyO
29.Sta. Bérbara PCA VA A RAYRSD | 240y 625 MA SM DCyO
30. Loncopué, Arg.

31. L. Galletue CA LM N B RSDy BA 450 MM BS D,CA
32. Cunco PCA VA B BAS y AA 200 MM SM D,C,0
33. L. Colico PCA LB S.0 B BAS y AA 300 MM SM D,0
34. Curarrehue CA LM E M BAS y AA 250 MM SM D,CA
35. Paso Pino Hachado, Arg

36. Aluminé, Arg.

37. Choshuenco CA LM SE. M RSD 450 MM AS D
38. Llifén CA VA M RA 300 MM AS D,0

39. Lago Lacar, Arg.




Cuadro 4. Descripcion de los puntos de muestreo de rauli

Purto oo | iordica | P95 | Semero | gl bosque | \* 9852 | egehe 2l | producto | socil
1. Quebrada Bellavista
2. Cord. Nahuelbuta cC LMy LA E B RSD 500 MM SM DCyO
3. Pichipillahuén CCor LM S M BASyCN 200 MM AS,SM D,0
4. Las trancas cC LM SEYE M RSD 400 MM SM DyO
5. Hueyusca cC LB SEyS M DSD 400 MM SM DCyO
6. Radal 7 Tazas CCoc LM SSE M RSD 400 MM SM D,0
7. Vilches CCoc LM N B RSD 450 MM BS D,C
8. Emb. Bulileo CCoc LM S.0 B RSD 450 MM AS DA
9. Recinto CAoc LMy LB SYSE M RSD 400 MM SM D,CyO
10. Sta. Bérbara DI VA A RSD 625 MM AS DCyO
11.Jauja PCA LM N.O B RSD 550 MM SM D,C
12. Malalcahuello CA LM S B AA MM BS A
13. Melipeuco CA LM S B RSD 600 MM BS AD
14. Curarrehue CA LM E B BASy AA 250 MM SM D,0
15. Releco PCA LA (0] B RSD 400 MM SM D,0,A
16. Neltume CA LM SE B RSD 400 MM BS D
17. Arquilhue CA LM 6] N BAS y AA 200 MM nula D,C
18. Lago Lacar, Arg.

Descripcion del Sitio

Posicién geogréfica del punto: describe la posicion geogréfica del punto dentro de la
seccion transversal de la geografia chilena, de acuerdo con la siguiente clasificacion:
Planicies litorales (PL); Cordillera de la Costa, ladera occidental; Cordillera de la Costa,
ladera oriental (C.C.occ); Depresion Intermedia (D.l); Precordillera Andina (PCA);
Cordillera Andina (C.A).

Posicion fisiografica del punto: describe la posicién del rodal donde se colectd semilla
dentro de la topografia del paisaje, de acuerdo a la siguiente pauta: Cumbre (CU); Ladera
alta (LA); Ladera media (LM); Ladera baja (LB); Valle (VA).

Exposicion: describe la exposicion predominante de la ladera en que se encuentra el
punto de colecta.

Frecuencia de semilleros; define la proporcion de arboles con semilla dentro del rodal, de
acuerdo con la siguiente pauta: Alta: mas del 50% de los individuos del rodal presentan
semillas (A); Media: entre el 10 y 50% de los arboles del rodal presentan semillas (M);
Baja: menos del 10% de los arboles del rodal presentan semillas (B); Nula: no se
observan arboles con semilla en el rodal (N).

Descripcion del Bosque

Estructura: se define considerando la estructura original de los bosques de Nothofagus'y
su condicidon actual. Lo anterior los clasifica en renovales (bosques de segundo
crecimiento) y bosque adulto, informaciébn que se complementa con su situacion de
densidad y de regeneracion. Adicionalmente se consideran algunas estructuras
adicionales que escapan a esta clasificacion.
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« RD: Renoval Denso: bosque de segundo crecimiento con una densidad superior a los
830 arb/ha, que presenta un estrato dominante de especies de Nothofagus.
Corresponde a un rodal coetaneo con regeneracion de especies tolerantes.

¢ RSD: Renoval semidenso: bosque de segundo crecimiento que evidencia distintos
grados de intervencion que han reducido su densidad a un rango entre 400 y 830
arboles por hectarea. Presenta mayor regeneracion en el sotobosque.

* RA: Renoval abierto: bosque de segundo crecimiento que evidencia una considerable
reduccion de su densidad por efecto de intervenciones (raleo, floreo u otras).
Conserva la estructura de renoval, la coetaneidad de los individuos y la presencia de
Nothofagus en el estrato dominante.

* BA: Bosque adulto: condicién del bosque en que la estructura representa estados
sucesionales avanzados, con presencia de especies tolerantes y semitolerantes en el
estrato codominante e incluso dominante. En esta situacion los arboles de roble y/o
rauli se presentan con un distanciamiento mucho mayor, con pocos individuos por
hectarea (menos de 100), los que pueden manifestar una condicion de arboles
emergentes o dominantes en el perfil vertical.

* BAS: Bosquetes aislados: corresponde a grupos de arboles separados de un rodal
continuo, como consecuencia de la fragmentacion del rodal original. En la practica
corresponden a pequefios bosquetes de proteccion o sombreadores para ganado.

* AA: Arboles aislados: corresponde a los ultimos individuos remanentes de rodales que
ya no existen. Presentan un nulo o muy escaso grado de agrupacion con otros arboles
de la misma especie. Es el caso tipico de robles individuales aislados en medio de
campos ganaderos o agricolas.

« CN: Cortinas naturales: corresponde a arboles que permanecen como remanentes de
un rodal original, que fueron conservados intencionalmente en una arreglo lineal para
cumplir funciones de delimitacion de potreros, servir como proteccion, cercos, etc.

Densidad media: representa una estimacion del numero de &arboles por hectérea,
existente en el rodal desde donde se colect6 la semilla

Tipo de regeneracion: describe el tipo de regeneracion que originé al rodal desde donde
se colecta la semilla. Monte bajo: Rodal generado mediante algun sistema natural de
propagacion vegetativa, fundamentalmente rebrotes de tocén y de raiz (MB); Monte alto:
Rodal generado por una estrategia de reproduccion sexual (semillas)(MA); Monte medio:
Rodal generado por una combinacion de las estrategias anteriores (MM).

Descripcion de los individuos cosechados

Estado productivo del arbol: entrega informacion respecto de la cantidad de semillas que
presenta cada arbol cosechado. Corresponde a una evaluacion subjetiva que considera la
facilidad con que se obtienen las semillas desde el arbol seleccionado, se clasifica en los
tres niveles siguientes: Alta Semillacion: arboles con una alta densidad de cupulas en su
copa que permiten obtener con relativa facilidad la cantidad de frutos requeridos por el
estudio (AS); Semillacion Moderada: baja cantidad de cupulas en el arbol, por lo que la
obtencion de las semillas requeridas se logra con dificultad (SM); Baja Semillacion: poca
densidad de cupulas por arbol, lo que dificulta o impide conseguir el volumen de semillas
planificado (BS)
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Posicién Social: describe la posicién de los arboles cosechados dentro de la estructura
vertical de los estratos del rodal. Se utiliza la clasificacién tradicional (Dominantes,
codominantes, intermedios y suprimidos) y se combina con la posicion de los arboles al
interior o en los linderos del rodal. Arboles dominantes (D); Arboles Codominantes (C);
Arboles Intermedios (l); Arboles suprimidos (S); Arboles aislados (A); Arbol orillero (O).

Toda la semilla colectada en la temporada 1999/2000 y 2000/2001 fue identificada y
seleccionada en el laboratorio para ser viverizada en invernadero para la obtencion de
plantas para los ensayos de progenie y las muestras de hojas para la caracterizacion
molecular (RAPD y cpADN).

En la temporada 2002/2003 se procede a realizar una tercera colecta, pero esta vez solo
se incluyé un punto de muestreo por zona de procedencia, en roble como en rauli
(Cuadros 5y 6).

Cuadro 5. Zonas de procedencia y puntos de muestreo para roble

Zona de procedencia Punto de muestreo
1C Cerro el Roble, Til Til
2C Quirihue
3C Lago Lanalhue
4C Cuesta Lastarria
5C Llancacura
6D Quepe
7-D Malalhue
8A Vilches
9A Recinto
11A Cunco, Melipeuco
13 A Choshuenco, Neltume

Cuadro 6. Zonas de procedencia y puntos de muestreo de rauli

Zona de procedencia Punto de muestreo
3C Cord. De Nahuelbuta
5C Llancacura
8A Vilches
9A Sta. Barbara
11 A Melipeuco
13 A Neltume, Remeco

Parte de esta colecta esta almacenada en el Banco de Germoplasma del CRI Quilamapu,
INIA, Chillan.

COMPONENTE ARGENTINA

Ver capitulo: "Conservacién de semilla de medios hermanos y establecimiento de ensayos
de progenie”.

CONCLUSIONES

La Zonificacion propuesta y la cosecha de semillas efectuada permitio contar con un
valioso material de investigacién que posibilité cuantificar variabilidad genética mediante
isoenzimas y marcadores moleculares y en pruebas de progenie. Una parte de las
procedencias colectadas se almacené en el Banco de Germoplasma del INIA Quilamapu.
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El trabajo de Regiones de Procedencias, permiti6 ordenar rapidamente el complejo de
variacién de las especies, definir un sistema de muestreo continuo y generar zonas de
mejoramiento en forma préactica y manejable.

La colecta de material genético (semilla) constituyé un gran esfuerzo debido a que estas
especies de Nothofagus presentan afierismo (afios de buena y mala produccién de
semilla) por lo cual fue necesario realizar esta labor en varios afios.
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DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION GENETICAS DETECTADA CON MARCADORES
ISOENZIMATICOS EN RAULI

INTRODUCCION

El rauli (Nothofagus alpina=N. nervosa) es una especie de alto valor econémico debido a
la calidad de su madera. A pesar de esta situacion, se observa una reduccion de las areas
de distribucién de la especie, con la consecuente pérdida de variabilidad genética
(Vergara y Bohle, 2000) es producto de largo proceso de alteraciones y degradaciones de
su potencial natural, producto de actividades de sustitucion, intervenciones de caracter
destructivo, como floreo y habilitacion de terrenos para uso agricola y ganadero. Para
enfrentar esta situacion es necesario implantar medidas adecuadas que permitan obtener
pautas de utilizacién, considerando el valor econdémico, funcion social, ecoldgica y
productiva de la especie.

Para la formulacién de una politica de conservacion y aprovechamiento de estos recursos
genéticos es indispensable tener un conocimiento basico de la variabilidad y de la
estructura genética de las especies. La informacidén basica sobre la organizacion de la
diversidad genética de los Nothofagus en estudio, su distribucion geogréfica, la posible
asociacion entre ambas y la posible presencia de razas o hibridos, podria servir de base
para fijar criterios sobre plantacion, coleccidn, conservacion, manejo y aprovechamiento
racional de estas especies. Esta informacion sobre diversidad genética es béasica para
apoyar también a los programas de mejoramiento genético de estas especies.

Estudios realizados en Chile y en Argentina sobre algunas especies de Nothofagus
indican que existe bastante variabilidad fenotipica en algunas caracteristicas
morfolégicas, anatémicas y quimicas, de emergencia y crecimiento de plantulas. Estos
estudios han determinado también que, en algunos casos, esta variacion fenotipica esta
asociada con factores geograficos como son latitud y altitud. Una de las desventajas del
uso de caracteres morfolégicos en estudios de variabilidad genética es que generalmente
representan solo una pequefia parte de la variacion genética presente en el genoma de la
especie y estan influenciados por el medio ambiente. De esta situacion, se desprende la
importancia de complementar la informacion morfologica con otro tipo de estudios que
reflejen con mayor claridad la variacion genética presente en la especie.

Los analisis de isoenzimas han demostrado ser un medio practico de resolver diferentes
problemas en genética de poblaciones de &rboles forestales y cultivos perennes como
variacion genética de poblaciones centrales y marginales (Tigerstedt 1973, Guries y Ledig
1982, Kertadikara y Prat 1995), variacion genética entre y dentro de las poblaciones
(Guries y Ledig 1982, Loukas y otros, 1983, Stavrakakis y Loukas 1983, Takahashi y otros
1994, Beaver y otros, 1995) variacién genética entre poblaciones cultivadas y silvestres
(Ouazzani y otros 1993), estructura genética y sistemas de pareamiento en poblaciones
naturales (Gallo y otros 1997) y Nothofagus (Haase, 1993). Aunque la variacion
electroforética detectable en isoenzimas es sélo una pequefia fraccion de la diversidad
genética de la poblacion, y ella puede o no predecir la variacion de genes que controlan
procesos fisioldgicos o ecoldégicamente importantes.

Un estudio realizado en 22 poblaciones naturales de rauli en Chile, usando 10 sistemas
enziméticos (GOT, ACP, AAP, PGI, SKDH, MNR, MDH, PER, LAP, CAT), detectd un alto
porcentaje de loci polimérficos (86%), las frecuencias alélicas tuvieron un comportamiento
similar a otras especies estudiadas, con algunos alelos en alta y otros en baja frecuencia,
y con un rango de alelos/locus de 2 a 4, un alto porcentaje de consanguinidad lo que
redundd en una deficiencia de heterocigotos. Al separar la variabilidad genética de las
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poblaciones se encontré un alto porcentaje de la diversidad genética dentro de la
poblacion en comparacion a entre las poblaciones y una relacion entre la similitud
genética y la distribucion geografica de las poblaciones estudiadas (Pineda, 2000).

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) Determinar el control genético de algunos
sistemas isoenziméticos; y 2) Usar esta informacion para estudiar la estructura genética
de esta especie.

COMPONENTE CHILENO

Materiales y métodos

En Chile, se analizaron seis procedencias de rauli representativas de las macroregiones
centro y sur del pais (Cuadro 1).

Cuadro 1. Macroclima, region de procedencia y poblaciones de rauli utilizadas en el
andlisis isoenzimético

Macroclima Region de. Poblacion
procedencia
Centro 3C Nahuelbuta
8A Vilches
9A Sta. Barbara
Sur 5C Cord. Nahuelbuta
11A Neltume

13A Melipeuco
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Fig 1. Ubicacion geogréfica de las procedencias de roble y rauli
evaluadas en el estudio

Los sistemas isoenzimaticos analizados fueron ADH, IDH, MDH, PGI, GOT y SKDH.
Estos sistemas fueron seleccionados por su buena resolucién y consistencia en los
trabajos realizados por el INTA. Una parte de este trabajo se realizdé en el INTA para
homologar la techologia (procedimientos y lectura de los geles).

Anadlisis estadistico

Los datos de isoenzimas fueron usados para estimar varios estadigrafos de variacion
genética como: numero de alelos por locus, porcentaje de diversidad génica, porcentaje
de heterocigocidad, coeficiente de polimorfismo (PIC), coeficiente de consanguinidad.
Estos estadigrafos fueron calculados por locus y como promedio de la poblacion. Ademas
de estos valores se calcularon las frecuencia alélicas, varianza y la desviacion estandar
por locus y las frecuencias alélicas por poblacion. Con estas frecuencias alélicas se
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pueden distinguir los alelos que se encuentra en una alta frecuencia como aquellos alelos
con baja frecuencia, considerados “raros” a nivel de toda la poblacion.

Para determinar la similitud entre las procedencias estudiadas se calculé la distancia
genética de acuerdo entre pares de procedencias utilizando la distancia genética de Nei
(1973). Estos valores fueron usados posteriormente para confeccionar un dendrograma,
utilizando el método de UPGMA para visualizar las relaciones genéticas entre las
poblaciones evaluadas. Para estudiar la estructura genética de las procedencias
evaluadas se realiz6 un analisis de varianza para determinar la importancia de sus
componentes. De esta manera se pudo apreciar los porcentajes de variacion entre y
dentro de las poblaciones.

Resultados

El analisis de los datos isoenzimaticos indicé que todos los sistemas ADH, IDH, PGl y
GOT presentaron una buena resolucion, con excepcion del sistema SKDH que presento
problemas de resolucion y consistencia en las muestras en las poblaciones analizadas por
lo que se resolvid no incluirlo del analisis.

Entre los sistemas que presentaron una buena resolucion ADH, IDH y PGI presentaron
una sola zona de tincion en comparacion con el MDH que present6 dos zonas de tincion
denominadas MDH-B y MDH-C y GOT que presento tres zonas, llamadas GOT-A, GOT-B
y GOT-C (Cuadro 2).

Cuadro 2. Parametros de variacion genética para 8 loci enzimaticos en 6
poblaciones chilenas de  Notophagus alpina .

. Tamafio Numero Diversidad o Coef

Loci . Heterocigocidad PIC -
muestra  alelos Génica consanguinidad

ADH 200 2 0.057 0.027 0.055 0.534
IDH 200 2 0.128 0.137 0.120 -0.070
MDH-B 200 3 0.611 0.053 0.529 0.914
MDH-C* 200 1 - - - -
PGI 200 3 0.080 0.028 0.077 0.655
GOT-A 200 3 0.457 0.242 0.399 0.473
GOT-B 200 5 0.323 0.292 0.300 0.099
GOT-C 200 4 0.125 0.115 0.122 0.085
Media 200 2.88 0.223 0.112 0.200 0.501
*Monomorfico

Las isoenzimas utilizadas detectaron 23 alelos y un promedio de 2,9 alelos por loci. El
sistema que detectd un mayor nimero de alelos fue el GOT, ya que con sus tres zonas de
tincién se pudieron visualizar 12 alelos. Dentro de este Ultimo sistema, GOT-B detect6 4
alelos, GOT-C 4 alelos y GOT-C 3 alelos. Los sistemas MDH, PGI detectaron 4 y 3 alelos,
respectivamente y los sistemas ADH y IDH detectaron solo 2 alelos cada uno de ellos
(Cuadro 2).

El promedio de diversidad genética obtenido fue de 0.22, sin embargo se observaron
diferencias entre los sistemas isoenziméticos evaluados. El sistema isoenzimatico que
detectdé mayor diversidad genética fue GOT con sus tres zona de tincion, GOT-A (0.46),
GOT-B (0.32) y GOT-C (0.13), seguido de MDH-B (0.61). Por otro lado, los valores mas
pequerios fueron de ADH (0.06), PGI (0.08) IDH (0.13) (Cuadro 2).
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El nivel de heterocigocidad promedio fue de un 0.11. El sistema isoenzimatico que detectd
mayor heterocigocidad fue GOT-B (0.29), GOT-A (0.24) y GOT-C (0.12). El nivel de
heterocigocidad en los restantes sistemas isoenzimaticos fue bajo y fluctué entre 0.03 y
0.14 (Cuadro 2).

El contenido de polimorfismo, reflejado en el PIC present6 un valor promedio de 0.20, con
un mayor valor en MDH-B (0.53) seguido de GOT-A (0.40), GOT-B (0.30) y GOT-C (0.12)
(Cuadro 2).

El coeficiente de consanguinidad promedio fue 0.50, con valores muy variables
dependiendo del sistema isoenzimatico. Es asi como, el valor mas alto de consanguinidad
se obtuvo con MDH-B (0.91), seguido de PGI (0.66), ADH (0.53) y GOT-A (0.47). El resto
de los valores fluctuaron entre —0.07 y 0.10. Se present6 solo un valor negativo (Cuadro
2).

Al analizar los loci en las seis poblaciones de rauli, se pudo detectar diferentes
frecuencias alélicas en los 23 loci. Es asi como, a excepcion de MDH-C que fue
monomorfico, la mayor frecuencia alélica estuvo representada por el alelo 2 de ADH
(0.97), el alelo 1 de PGI (0.96), el alelo 2 de GOT-C (0.93) y el alelo 4 de IDH (0.93). Los
alelos menos frecuentes o “raros” fueron detectados en el alelo 4 de GOT-B y el alelo 3 de
GOT-C con un 1%. La desviacion estandar de las frecuencias alélicas fue bastante
pequefia (Cuadro 3).

Cuadro 3 - Frecuencias alélicas de 23 loci en 5 poblaciones chilenas
de Notophagus alpina

) Frecuencia ) Desvio
Loci Alelos . Varianza .
alélica estandar

ADH 1 0.03 0.0001 0.01
ADH 2 0.97 0.0001 0.01
IDH 3 0.07 0.0002 0.01
IDH 4 0.93 0.0002 0.01
MDH-B 1 0.14 0.0008 0.03
MDH-B 2 0.42 0.0015 0.04
MDH-B 3 0.44 0.0015 0.04
MDH-C 1 1.00 0.0000 0.00
PGl 1 0.96 0.0002 0.02
PGl 2 0.00 0.0000 0.00
PGl 3 0.04 0.0002 0.01
GOT-A 1 0.07 0.0003 0.02
GOT-A 2 0.69 0.0008 0.03
GOT-A 3 0.23 0.0006 0.03
GOT-B 1 0.13 0.0003 0.02
GOT-B 2 0.81 0.0005 0.02
GOT-B 3 0.03 0.0001 0.01
GOT-B 4 0.01 0.0000 0.01
GOT-B 5 0.02 0.0001 0.01
GOT-C 1 0.04 0.0001 0.01
GOT-C 2 0.93 0.0002 0.01
GOT-C 3 0.01 0.0000 0.01
GOT-C 4 0.02 0.0000 0.01
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El andlisis de las frecuencias alélicas por poblacién indicé que los alelos que estuvieron
presentes en una mayor frecuencia en el analisis general por loci (alelo 2 de ADH (0.97),
el alelo 1 de PGI (0.96), el alelo 2 de GOT-C (0.93), y el alelo 2 de IDH (0.93)), no se
detectaron diferencias entre las poblaciones del macroclima Centro y del Sur, es decir,
estos alelos estuvieron también presentes en una alta frecuencia en las poblaciones
analizadas (Cuadro 4).

Cuadro 4 - Frecuencias alélicas de 23 loci enziméticos por poblacién de N. alpina
All Al3 A8 A9 C3
. Melipeuco Neltume Vilches Santa Barbara  Nahuelbuta
Loci Alelo n=40 n=40 n=40 n=40 n=40
ADH 1 0.00 0.12 0.00 0.03 0.00
ADH 2 1.00 0.88 1.00 0.97 1.00
GOT-A 1 0.01 0.21 0.13 0.00 0.00
GOT-A 2 0.74 0.67 0.79 0.76 0.53
GOT-A 3 0.25 0.13 0.09 0.24 0.47
GOT-B 1 0.06 0.17 0.02 0.17 0.20
GOT-B 2 0.94 0.83 0.66 0.83 0.80
GOT-B 3 0.00 0.00 0.17 0.00 0.00
GOT-B 4 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00
GOT-B 5 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00
GOT-C 1 0.00 0.11 0.06 0.03 0.00
GOT-C 2 1.00 0.89 0.81 0.97 1.00
GOT-C 3 0.00 0.00 0.06 0.00 0.00
GOT-C 4 0.00 0.00 0.08 0.00 0.00
IDH 3 0.19 0.06 0.00 0.03 0.07
IDH 5 0.81 0.94 1.00 0.97 0.93
MDH-B 1 0.24 0.11 0.04 0.30 0.00
MDH-B 2 0.33 0.54 0.41 0.37 0.48
MDH-B 3 0.44 0.36 0.55 0.33 0.52
MDH-C 1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
PGI 1 1.00 0.86 1.00 0.98 1.00
PGI 2 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
PGI 3 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00

En el caso de los alelos “raros” o con una baja frecuencia, se observé una diferencia en
las poblaciones del macroclima centro y sur. Por ejemplo, en la poblacién Vilches se
detecto la presencia de cuatro alelos propios de esta poblacion (alelol y 5, GOT-B, alelo 3
y 4 GOT-C) y en la poblacién Santa Barbara se detectd un alelo especifico (aleleo 2 de
PGI), todos ellos en un bajo porcentaje (Cuadro 5). Por otro lado, en la poblacion Neltume
se detectd el alelo 3 de PGI. Esta situacion indica una mayor presencia de alelos
especificos en las procedencias ubicadas en el macroclima centro comparada con el
macroclima sur (Cuadro 5).
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Cuadro 5 - Presencia y frecuencia de alelos especificos por
macroclima y procedencia

Loci. N° alelo _ Macroclima centro _Macroclima sur
' Vilches Sta. Barbara Nahuelbuta Melipeuco Neltume

GOT-B, 4 0.05 0.0 0.0 0.0 0.0
GOT-B, 5 0.11 0.0 0.0 0.0 0.0
GOT-C, 3 0.06 0.0 0.0 0.0 0.0
GOT-C, 4 0.08 0.0 0.0 0.0 0.0
PGI, 2 0.0 0.02 0.0 0.0 0.0
PGI, 3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.14

La distancia genética de las poblaciones de rauli tomando en cuanta los 23 alelos indico
una escasa diversidad genética entre las poblaciones estudiadas. Esta distancia genética
se utilizo para construir un dendrograma (Fig. 2)

Vilches (C)

Nahuelbuta (C)

Neltume (S)

Melipeuco (S)

Santa Béarbara (C)

Distancia genética. Nei 1972

Fig 2 - Relaciones genéticas de las poblaciones chilenas

Los resultados del dendrograma indican que dos (Vilches y Nahuelbuta) del macroclima
centro estan mas estrechamente relacionadas geneticamente, en comparacion con la
poblacion Santa Barbara (Fig. 2). Sin embargo, la poblacion Santa Barbara se encuentra
mas cercana genéticamente a Melipeuco, poblacién perteneciente al macroclima sur

(Fig.2)

La estructura genética de las procedencias en los dos macroclimas (Centro y Sur) indica
que la variabilidad genética del rauli chileno se encuentra principalmente entre las
poblaciones (70%). En este sentido, existe una menor diferenciacion genética dentro de
las poblaciones (26%) y solo una escasa diferenciacion (6%) entre el rauli del centro y sur
del pais, tomando en consideracién los loci analizados.
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Introgresion

El estudio tendiente a detectar la presencia de introgresion en las poblaciones chilenas de
rauli indic6 que este fendmeno puede estd presente, como habia sido descrito
anteriormente con marcadores morfolégicos (Donoso et al, 1990). Para este estudio se
utilizd el marcador genético ADH, definido como potencial descriptor de hibridos entre
ambas especies. De las seis poblaciones analizadas, se detectaron alelos especificos de
ADH en dos poblaciones, lo que dio un 33% de introgresion. Las procedencias en que se
detectd este fendmeno fueron Santa Barbara y Neltume, pertenecientes a los macroclima
centro y sur, respectivamente. Estos resultados podrian indicar que no existe preferencia
entre los macroclimas por este flujo de genes. Si se analiza el porcentaje de introgresion
dentro de cada poblacién, se observa que el porcentaje fue de un 7,5%, igual en ambas
poblaciones. Este Ultimo resultado podria confirmar la hipotesis anterior que este
fendmeno es inespecifico en relacion a al macroclima. Es importante sefialar también que
las poblaciones Neltume y Santa Barbara estan ubicadas en la VIl y X regién del pais.

COMPONENTE ARGENTINO

Al momento de iniciar la preparacion del proyecto la Unidad de Genética Forestal del
INTA EEA Bariloche ya se encontraba trabajando, conjuntamente con la Administracion
de Parques Nacionales, en la recoleccion de semillas de Rauli. Un proyecto conjunto
entre ambas instituciones financio la cosecha de 29 poblaciones de esta especie entre los
afios 1994 a 1997. A su vez, con dicho proyecto, se hicieron estudios preliminares de
control genético de los marcadores isoenzimaticos. Por otra parte, durante una estadia de
Paula Marchelli en Alemania (Intitut fir Forstgenetik, Grosshansdorf) en el afio 1997,
financiada por el DAAD, se desarrollaron los marcadores de ADN de cloroplasto para
Rauli. Una vez aprobado el proyecto, antes de hacerse efectivo, se comenzoé a trabajar en
el andlisis poblacional con isoenzimas. Por esta razon, al iniciarse finalmente el proyecto,
en el afio 2000, ya se contaba con la semilla, se habian determinado los marcadores a
utilizar y se habian analizado algunas poblaciones.

Metodologia

La metodologia utilizada en las diferentes etapas del Proyecto se halla descripta en forma
detallada en las publicaciones cientificas, capitulos en libros técnicos y presentaciones a
Congresos, resultado del presente estudio (Anexo 1).

1. Diversidad genética

El estudio de las 20 poblaciones se realizO a través de ocho marcadores geénicos
isoenzimaticos previamente determinados (Mdh-B, Mdh-C, Idh, Adh, Got-A, Got-B, Got-C
y Pgi-B) (Marchelli & Gallo, 2000). La ubicacion geografica de las poblaciones se muestra
en el mapa de la figura 1. Todas los sistemas enzimaticos pertenecen al Grupo |
(Bergmann, 1991) que estd formado por enzimas constitutivas que participan en el
metabolismo primario. De los ocho loci estudiados, seis presentaron polimorfismo menor,
mientras que solo dos se clasificaron como polimorfismo mayor o mayor extendido (Mdh-
By Got-A) en la mayoria de las poblaciones.

El numero medio de alelos por locus (A,) para la especie fue de 3,38 siendo la diversidad
génica (v) de 1,29 (Cuadro 1). Este valor fue variable entre las poblaciones, incluso entre
aguellas pertenecientes a una misma cuenca lacustre, y en ninguna poblacion se
encontraron todos los alelos (Fig. 2; Cuadro 2), siendo el promedio entre poblaciones de
1,98. Este valor es més alto que el niumero efectivo de alelos (v) que oscil6 entre 1,13 y
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1,32, lo cual denota la presencia de polimorfismo menor con un alelo muy comun y otros
en baja frecuencia.

Algunos alelos (raros o no) fueron exclusivos de una o dos poblaciones. Es interesante
destacar que estas poblaciones que tienen alelos Unicos se ubican geograficamente en
los limites sur y oeste. Por ejemplo, la poblacién del limite sur (poblacién 1 de Lago
Espejo) presenta un alelo exclusivo en el locus Got-C. Por otro lado, las poblaciones 14,
19 y 26, todas situadas al oeste también presentan alelos Unicos en distintos loci del
sistema GOT.

8 L. Norquinco

CHILE’

llags. de Eplilafquen

360k |

LN

quth

A
Vn. Lanin

71021

ig _ ARGENTINA

Figura 1: Distribucion geogréfica de las poblaciones estudiadas de Rauli en
Argentina



Cuadro 1 - Diversidad genética media en poblaciones argentinas de Rauli

Locus Al v H, He PPP N
Mdh-B 5 1,97 0,45 0,52 1,00 4596
Mdh-C 3 1,02 0,01 0,02 0,45 4850
Idh 2 1,24 0,17 0,19 1,00 4572
Adh 2 1,01 0,01 0,01 0,25 4672
Got-A 3 1,78 0,39 0,46 1,00 4408
Got-B 6 1,15 0,12 0,13 1,00 4430
Got-C 4 1,15 0,12 0,13 1,00 4436
Pgi 2 1,01 0,01 0,01 0,45 4896
Media 3,38 1,29 0,16 0,18 4608
Desvio 1,51 0,17 0,20

22

A : nimero de alelos por locus, v: diversidad génica (niUmero efectivo de alelos), Ho: proporcién de

heterocigotas observados, He: heterocigosis esperada (Nei,
polimorficas, n: nimero de alelos muestreados.

2.5+

154

0.5

Figura 2 - Variacion entre poblaciones en la diversidad génica (nimero efectivo de alelos,
color lleno) y en el nimero medio de alelos (color rayado) del pool génico. Cada color
representa a poblaciones de una misma cuenca
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Cuadro 2 - Diversidad genética en las poblaciones de Rauli estudiadas

Pob. Locus
Mdh-B Mdh-C ‘Idh ‘Adh ‘Got-A ‘Got-B ‘Got-C ‘Pgi ‘Pool génico
v Ho He Y Ho He Y Ho He Y Ho He |v Ho He |v Ho He |v Ho  He v Ho He |P A 1% Ho  He

1 194 049 049 |100 000 0,00 (1,12 010 0,11 (1,00 000 0,00 (191 043 048 |1,12 0,10 0,21 |1,19 016 0,16 {1,001 0,01 0,01 (750 1,88 1,20 0,16 0,17
4 2,04 061 051 (101 001 001 |106 0,06 0,06 |1,00 0,00 000 {154 018 0,35 (1,01 0,01 0,01 |1,01 0,01 0,01 |1,00 0,00 0,00 |750 1,88 1,13 0,11 0,12
5 2,10 056 052 (100 000 000 |169 045 041 |1,00 0,00 0,00 1,81 052 045 (1,06 0,06 0,06 |1,05 0,05 0,04 {1,00 0,00 0,00 {625 1,75 1,23 0,20 0,19
6 1,79 040 044 |100 000 0,00 1,13 010 0,12 (1,00 0,00 0,00 (196 0,35 049 |1,08 0,08 0,08 |1,08 0,08 0,08 {1,00 0,00 0,00 (625 1,75 1,18 0,13 0,15
8 197 0,37 049 |1,02 002 0,02 (105 005 005 (1,00 000 0,00 (1,66 040 040 |1,08 0,08 0,08 |1,08 0,08 008 {101 001 0,01 (875 188 116 0,13 0,14
10 185047 046 [1,07 004 007 (108 006 008 |105 0,04 005 (1,89 046 047 |1,12 011 0,10 (1,22 0,11 0,10 |1,06 0,04 0,06 {100 2,38 121 0,17 0,17
11 191047 048 |1,03 0,03 003 (1,19 014 0116 |1,04 0,03 004 (161 0,36 0,38 |1,05 0,05 0,05 |1,05 0,05 0,05 [1,06 0,03 0,06 {100 225 1,18 0,14 0,16
12 188032 047 (1,00 000 000 (134 019 025 |100 0,00 000 |1,76 037 043 |1,20 018 0,17 (1,20 0,18 0,17 |1,00 0,00 0,00 |625 1,75 123 0,16 0,19
14 202040 050 (1,00 001 001 (105 005 0,04 (101 0,00 001 |1,83 048 045 1,81 045 045 (1,86 044 046 |1,01 001 0,01 |100 2,75 1,32 0,23 0,24
16 200044 050 [1,06 006 006 (1213 012 0411 |100 0,00 000 |1,92 051 048 |1,19 014 0,16 (1,20 015 0,17 |1,00 0,00 0,00 |750 1,75 123 0,18 0,19
17 209059 052 (1,00 000 000 (103 003 0,03 |1,04 0,04 004 |1,35 025 0,26 1,10 0,20 0,09 (1,20 0,09 0,09 |1,00 0,00 0,00 |750 1,88 1,15 0,14 0,13
18 197043 049 [100 o000 000 (129 015 0,16 |1,00 0,00 0,00 |1,74 032 043 |1,09 0,09 0,08 (1,06 006 0,06 |1,02 0,00 0,00 |625 1,75 1,18 0,13 0,15
19 201052 050 (1,02 000 002 (159 038 037 |101 0,01 0,01 |154 036 035 (1,22 020 0,18 (1,21 0,19 0,18 |1,01 0,01 0,01 |100 2,38 125 0,21 0,20
21 194031 048 [100 o000 000 (124 024 0113 |100 0,00 000 |1,87 041 047 |1,27 022 021 (1,26 021 0,20 |1,01 0,01 0,01 |750 1,88 123 0,16 0,19
23 158028 0,37 (1,00 000 0,00 (1,12 o011 011 (1,00 0,00 0,00 (190 0,34 047 |1,15 014 013 |1,15 0,14 0,13 {1,00 0,00 0,00 (625 1,75 1,16 0,13 0,15
24 202053 050 (1,02 002 002 (130 024 0,23 |100 0,00 0,00 |1,95 048 049 |1,09 0,09 0,09 (1,09 0,08 0,08 |1,00 0,00 0,00 |750 213 121 0,18 0,18
26 195047 049 [106 006 006 (120 010 0,17 |100 0,00 0,00 |1,55 0,32 0,35 1,09 0,06 0,08 (1,06 004 0,05 |1,00 0,00 0,00 |750 2,25 1,18 0,13 0,15
27 217046 054 (1,02 002 002 (153 031 035 |100 0,00 0,00 |1,97 040 049 |1,06 005 0,05 (1,06 005 0,05 1,02 002 0,02 |875 213 123 0,16 0,19
28 211041 053 (1,00 000 000 (152 029 0,34 |100 0,00 000 1,85 0,36 0,46 |1,06 006 0,06 {1,07 0,07 0,06 |1,00 0,00 0,00 {625 1,75 122 0,15 0,18
30 214052 053 |1,00 0,00 0,00 (1,39 028 028 (100 0,00 0,00 198 0,38 050 |1,17 0,14 0,14 |1,17 014 0,14 {1,001 0,01 0,01 (750 1,88 1,25 0,18 0,20

23
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La heterocigosis media observada fue de 15,9 %, aunque este valor fue muy variable
entre los distintos loci analizados, siendo los mas polimorficos Mdh-B 'y Got-A (Tabla
1.1.1). La heterocigosis para el pool génico fue muy variable no sélo entre poblaciones
sino también dentro de las cuencas (Fig. 3; Cuadro 2), alcanzando valores de hasta 23
%.

0,30

17 18 19 6 21 23 24 26 27 28 30
Poblacién

Figura 3 - Variacion entre poblaciones en la heterocigosis observada ( H,, color
lleno) y esperada ( H.; Nei, 1973, color rayado). Cada color representa a poblaciones
de una misma cuenca.

2. Diferenciacion

Tanto las frecuencias alélicas como las genotipicas fueron significativamente distintas
entre las poblaciones para todos los loci analizados (a = 0,05).

La mayor distancia genética para el pool génico se encontré entre las poblaciones 5y 14
(dp = 0,152) y la menor entre las 27 y 28 (d, = 0,017) (ambas de la cuenca del Lago
Tromen). La mayoria de las distancias fueron significativamente diferentes. El analisis de
cluster del pool génico separa por completo la poblacion 14 (cuenca del Lago Lacar) y
agrupa, separado del resto, a las poblaciones 19 y 30 (Fig. 4). Los grupos que se forman
no tienen relacién con la ubicacion de las poblaciones en las cuencas lacustres.

El test de Mantel tampoco denotd una asociacion entre las distancias genéticas y las
geograficas. Las distancias genéticas entre las poblaciones dentro de una misma cuenca
lacustre resultaron significativamente diferentes.

Los valores de diferenciacion entre cada poblacion y su complemento (D) para el pool
génico variaron entre 2,4 y 8,1 %, siendo las poblaciones 5, 14, 19 y 30 las mas
diferenciadas. El nivel medio de diferenciacion génica (J,¢) para el pool de loci analizados
fue de 4,7 % (Fsr= 5,2 %) (Fig. 3).
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Figura 4 - Dendrograma obtenido con el método UPGMA utilizando las distancias de
Gregorius para el pool de loci analizados.

3. Analisis entre cuencas y variacién geografica

Como primer paso se probd la homogeneidad de las frecuencias alélicas entre
poblaciones dentro de cada cuenca, resultando en todos los casos diferencias
significativas en las frecuencias alélicas en al menos tres de los ocho loci. Comparaciones
de todos los pares de poblaciones posibles dentro de cada cuenca también revelaron
diferencias significativas tanto en las frecuencias alélicas como en las distancias
genéticas para el pool génico.

Por otro lado, se calcularon los valores de diferenciacién entre poblaciones dentro de
cada cuenca lacustre, los cuales también fueron muy elevados, indicando la
heterogeneidad de las poblaciones (Cuadro 3). En algunos casos el nivel de
diferenciacién fue mayor que entre las 20 poblaciones, por lo que una comparaciéon entre
cuencas agrupando las poblaciones de cada una en un conjunto es totalmente invalido.

Si bien la variacion dentro de las cuencas es muy grande, se evalué la posibilidad de una
variacion latitudinal en las frecuencias alélicas y las medidas de diversidad genética. Los
resultados mostraron una asociacion significativa (P < 0,03) Gnicamente en la diversidad
genética del locus /dh, la cual disminuye con la latitud (r = -0,47).
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Figura 5 - “Caracol de diferenciacion” , segun Gregorius & Roberds (1986) para el pool
génico y los ocho loci analizados. Cada seccién corresponde a una poblacion y cada color
a poblaciones de una misma cuenca lacustre. El radio de cada seccion representa la
diferenciacion de dicha poblacion con respecto a su complemento (D) y el angulo
representa el tamafio proporcional de cada poblacion (c). El circulo en linea punteada
corresponde al nivel de diferenciacion media entre poblaciones (J).

Cuadro 3 - Diferenciacion entre poblaciones dentro de las distintas cuencas para
cada locus y el pool génico.

Cuenca o

Mdh-B Mdh-C  Idh Adh  Got-A Got-B  Got-C  Pgi  Pool
Hermoso (2) 2,8 0,4 254 0,0 43,5 2,6 1,8 0,0 96
Lacar (6) 9,1 1,8 4,2 1,2 5,6 8,2 8,4 15 5,0
Lolog (3) 18,4 0,5 131 13 7,8 3,9 4,0 03 6.2
Huechulafquen (5) 12,9 1,2 3,2 0,0 7,2 3,4 3,1 0,2 39
Tromen —Quillén (3) 16,3 0,5 3,6 0,0 59 3,3 3,2 04 4.2

Entre paréntesis se indica el nimero de poblaciones.
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DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION GENETICA DETECTADA CON MARCADORES
ISOENZIMATICOS EN ROBLE

INTRODUCCION

En Chile la distribucion del roble (Nothofagus obliqua) esta dividida en Regiones de
Procedencia, conformadas por &reas o conjunto de &reas con condiciones ecoldgicas
uniformes. Esta clasificacion esta basada principalmente en factores climaticos con apoyo
de mapas de vegetacion y de tipos forestales, que abarcan la Cordillera de la Costa, Valle
Longitudinal y Cordillera de los Andes (Vergara et al. 1998).

El conocimiento de la diversidad genética de una especie es una pieza clave para
cualquier iniciativa de mejoramiento 0 conservacion genética. El roble cuentan con una
gran variabilidad morfolégica dentro y entre sus distintas poblaciones. Esta situacion, ha
sido confirmada por algunos estudios genecoldgicos, dentro de los que se destacan los
trabajos de Donoso (1979a y 1979b). Recientemente, Ipinza et al. (2.000), concluyeron
que los rasgos morfologicos de la semilla, germinacion y crecimiento inicial tiene un alto
control genético y ademas que algunas de estas caracteristicas presentan un
comportamiento clinal y otras ecotipicas, a lo largo de su distribucién geografica.

La importancia de conocer la estructura de la variacion genética de una especie,
diferenciando poblaciones en su area de distribucion, radica en que dicha informacién es
vital al momento de decidir qué material genético utilizar en un programa de plantaciones
para una regioén determinada o establecer una estrategia de conservacion y mejoramiento
genético a largo plazo (Zobel y Talbert 1984, Delmastro 1997). Por otro lado, la utilizacion
de un caracter como marcador génico requiere el establecimiento de la relacion univoca
entre el fenotipo y cada uno de los genes involucrados en su expresion. Esto se logra a
través del andlisis de control genético, que determina el modo de herencia (modo de
transmision y modo de accién génica) de los fenotipos enzimaticos.

Las isoenzimas han demostrado ser una técnica adecuada para describir la variacion
genética en Nothofagus (Pineda, 2000). Las principales ventajas de esta tecnologia se
pueden resumir en su simpleza y bajo costo. Sin embargo, el nimero de loci posible de
detectar constituye una desventaja en relacion al uso de los marcadores moleculares.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) Determinar la herencia y patrones de varios
sistemas isoenziméticos; y 2) usar esta informacion para determinar la estructura genética
de esta especie.

COMPONENTE CHILENO
Materiales y métodos

En Chile se analizaron 10 procedencias de roble representativas de las macroregiones
centro y sur del pais (Cuadro 1) ya que en las dos colectas realizadas no fue posible
colectar semillas viable de la procedencia (1C), Unica procedencia que representa la zona
centro-norte.

Las semillas colectadas en los tres poblaciones (Til Til, Lampa y Alhue) que componen la
procedencia (1C) presentaron practicamente un 100% de semillas vanas y dafiadas por
insectos, lo que hizo impdsible obtener material para los analisis.



Cuadro 1 - Macroclima, procedencia y poblaciones de roble utilizadas en el analisis

isoenzimatico del roble en Chile

Macroclima Procedencia Poblacion
Centro 2C Quirihue
3C Lago Lanalhue
6D Quepe
8 A Vilches
9A Recinto
Sur 4C Cuesta Lastarria
5C Llancacura
7D Malalhue
11 A Cunco
13 A Choshuenco

28

Los sistemas isoenzimaticos analizados fueron ADH, IDH, PGI, GOT, SKDH. Estos
sistemas fueron seleccionados debido a su buena resolucién y consistencia en los
trabajos realizados por el INTA. Ademas, para homologar los resultados de roble chileno y
argentino, un profesional chileno viajo al Laboratorio del INTA, Bariloche a realizar estos
analisis. El tamafio de la muestra fue de 40 arboles por poblacion.
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Fig. 1 - Ubicacién geografica de las poblaciones de roble analizadas
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Analisis estadfistico

Los datos de isoenzimas fueron usados para estimar varios estadigrafos de variacion
genética como: numero de alelos por locus, porcentaje de diversidad génica, porcentaje
de heterocigocidad, coeficiente de polimorfismo (PIC), y el coeficiente de consanguinidad.
Estos estadigrafos fueron calculados por locus y como promedio poblacional. Ademas de
estos valores se calcularon las frecuencia alélica, varianza y la desviacion estandar por
locus y las frecuencias alélicas por poblacién. Con estas frecuencias alélicas se pueden
distinguir los alelos que se encuentra en una alta frecuencia como aquellos alelos con
baja frecuencia, considerados “raros” o con escasa presencia a nivel poblacional.

Para determinar la similitud entre las procedencias estudiadas se calcul6 la distancia
genética de acuerdo entre pares de procedencias utilizando la distancia genética de Nei
(1973). Estos valores fueron usados posteriormente para confeccionar un dendrograma,
utiizando el método de UPGMA para ilustrar las relaciones genéticas entre las
poblaciones estudiadas. Para estudiar la estructura genética de las procedencias
evaluadas se realiz6 un analisis de varianza para determinar sus componentes. De esta
manera se pudo apreciar los porcentajes de variacion entre y dentro de las poblaciones.

Resultados

El analisis de los datos isoenzimaticos indicé que los sistemas ADH, IDH, PGl y GOT
presentaron una buena resolucion, sin embargo, el sistema SKDH present6 problemas de
resolucion y consistencia en las muestras en las poblaciones analizadas por lo que se
resolvio eliminarla del analisis.

En los sistemas que presentaron una buena resolucién, ADH, IDH y PGI presentaron una
sola zona de tincion en comparacién con el GOT que presentd tres zonas, denominadas
GOT-A, GOT-B y GOT-C (Cuadro 2).

Cuadro 2 - N° de alelos, diversidad génica, hetocigocidad, PIC, Coeficiente de
consanguinidad de poblaciones de roble.

Loci N° alelos Diversidad Heterocigocidad PIC  Cof. Consanguinidad
génica

ADH 2 0.13 0.15 0.13 -0.08
IDH 4 0.28 0.23 0.26 0.15
PGI 3 0.26 0.28 0.24 -0.07
GOT-A 2 0.01 0.01 0.01 0.00
GOT-B 4 0.23 0.23 0.21 0.02
GOT-C 1 0.00 0.00 0.00 .

Promedio 2.67 0.15 0.15 0.14 0.02

En total las isoenzimas utilizadas permitieron detectar 16 alelos y el nimero promedio de
alelos fue 2,7. El sistema que detecté un mayor nimero de alelos fue el GOT si se
considera como sistema isoenzimatico ya que con sus tres zonas de tincion detectd 7
alelos. Dentro de este sistema GOT-B detectd 4 alelos, GOT-A 2 alelos y GOT-C 1 alelo.
IDH, PGl y ADH detectaron 4, 3 y 2 alelos, respectivamente (Cuadro 2).

El promedio de diversidad genética obtenido fue de 0.17, sin embargo se observaron
diferencias entre los sistemas isoenzimaticos evaluados. Por ejemplo, PGI detectdé una
diversidad genética de 0.30, muy similar a GOT-C con un 0.29 comparado con ADH que
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dio un valor de 0.11. GOT-C no detect6 diferencias entre el material analizado, debido a
su monomorfismo (Cuadro 2).

El nivel de heterocigosidad, siguié un patrén similar a diversidad genético, lo cual se vio
reflejado en su valor promedio (0.17). Sin embargo, el valor de heterocigosidad fue
diferente en algunos casos, por ejemplo, el sistema PGI presentd un valor superior al de
la diversidad genética (0.35 vs 0.30) pero en el caso de IDH y GOT-B se presentaron
valores inferior de heterocigosidad que de diversidad genética (Cuadro 2).

El PIC (Polimorphic index coefficient), present6 un valor de 0.16, con un mayor valor en el
sistema PGl e IDH (0.27), similar a GOT-B (0.26), seguido de ADH (0.11) y GOT-A (0.02)
(Cuadro 2).

El coeficiente de consanguinidad promedio fue cero, sin embargo, se observé un valor
positivo de 0.15 con el sistema IDH. El resto de los valores fueron muy bajos y algunos
negativos (Cuadro 2).

Las frecuencias alélicas de los 16 loci en las 5 poblaciones de roble indicé una diferente
frecuencia, salvo en el caso de GOT-C que fue monomorfico. En esta situacion, todos los
arboles de las poblaciones analizadas presentaron el mismo alelo (Cuadro 3). En los
sistemas polimorficos, los alelos con mayor frecuencia fueron: Alelo 1, GOT-A (0.99), alelo
1, ADH (0.94); alelo 3, IDH (0.84), alelo 2, GOT-B (0.83) y Alelo 3, PGI (0.82). Por otro
lado, los alelos raros o con menor frecuencia fueron: alelo2 y 4 de GOT-B con un 1%
(Cuadro 3). La desviacién estandar de las frecuencias alélicas fue bastante baja y fluctu6
entre un 1y 2%, en los alelos polimérficos (Cuadro 3).

Cuadro 3 - Frecuencias alélicas de 16 loci en 10 poblaciones de roble chileno

Loci N° alelos Frecuencia Desviacion estandar
ADH 1 0.93 0.01
ADH 2 0.07 0.01
IDH 1 0.06 0.01
IDH 2 0.84 0.02
IDH 3 0.08 0.02
IDH 4 0.01 0.01
PGI 1 0.03 0.01
PGI 2 0.12 0.01
PGI 3 0.85 0.02
GOT-A 1 0.99 0.00
GOT-A 2 0.01 0.00
GOT-B 1 0.11 0.01
GOT-B 2 0.87 0.02
GOT-B 3 0.02 0.01
GOT-B 4 0.01 0.00
GOT-C 1 1.00 0.00

Las frecuencias alélicas por poblacion indicé que los alelos con mayor frecuencia en la
poblacién estuvieron representados en todas las poblaciones analizadas (Cuadro 4). Por
ejemplo, el alelo 2 de ADH tuvo una frecuencia superior al 90% en las cuatro poblaciones
analizadas. Por otro lado, los alelos raros o de menor frecuencia como el alelo 4 de GOT-
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B se presenté con un 1% en la procedencias A1l y no se presentd en las procedencias

A13, A9y C14.

Cuadro 4. Frecuencias alélicas de 16 loci en 10 poblaciones chilenas de roble

Macroclima Centro

Macroclima Sur

Loci Allele  C2 C3 A8 A9 D6 C4 C5 D7 All Al13
ADH 1 094 100 074 094 088 097 097 100 091 1.00
ADH 2 0.06 0.00 0.26 0.06 0.13 0.03 0.03 0.00 0.09 0.00
GOT-A 1 1.00 100 100 1.00 1.00 100 100 100 096 1.00
GOT-A 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.04 0.00
GOT-B 1 000 0.16 0.03 0.19 006 015 0.15 0.00 0.06 0.08
GOT-B 2 1.00 084 097 0.81 094 080 085 100 0.86 0.92
GOT-B 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.06 0.00
GOT-B 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 003 0.00 000 0.006 0.00
GOT-C 2 1.00 100 100 1.00 1.00 100 100 100 1.00 1.00
IDH 2 009 0.00 0.06 0.10 0.00 000 0.03 0.00 011 0.04
IDH 3 08 075 075 0.85 1.00 100 0.78 1.00 0.78 0.96
IDH 4 006 025 019 0.04 000 000 019 000 0.08 0.00
IDH 5 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 0.04 0.00
PGI 1 0.00 003 011 o0.01 000 001 000 000 0.08 0.00
PGI 2 0.08 013 0.18 0.13 003 018 008 000 0.16 0.07
PGI 3 092 084 071 0.86 098 081 093 100 0.76 0.93

La distancia genética de las cuatro poblaciones, basada en los 16 alelos detectados indico
una escasa diversidad genética entre las poblaciones estudiadas. Estas distancias
genéticas fueron utilizadas para construir un dendrograma (Fig. 2)
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Fig. 2. Dendrograma de poblaciones de roble chileno

Las distancias genéticas indican solo una leve relacion geogréafica entre las poblaciones
colectadas en el macroclima centro y sur (Fig. 2). Por ejemplo, se observa una buena
asociacion entre Vilches, Quirihue y Quepe, pertenecientes al macroclima centro y
Lancacura y Cunco (macroclima sur).

La estructura genética de las procedencias de roble estudiadas que la diversidad genética
existente en las poblaciones estuvo radicada principalmente dentro y entre las
poblaciones, con un 45 y 50%, respectivamente.

Introgresion

El estudio de deteccién de hibridos en poblaciones de roble indicé que de las 10
procedencias evaluadas, siete presentaron hibridos, lo que equivale a un 70%. El proceso
de deteccion de los hibridos se realiz6 con el marcador genético ADH. En esta
oportunidad se detectaron hibridos en cuatro poblaciones en el macroclima centro y tres
poblaciones en el macroclima sur, similar tendencia a la observada en rauli, donde no se
presentd una preferencia del este fendmeno por macroclima. El andlisis de cada
poblacion fue variable, observandose los mayores porcentajes en la poblacion Vilches con
un 50% (macroclima centro) y Melipeuco con un 35% (macroclima sur).
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La metodologia utilizada en las diferentes etapas del Proyecto se halla descripta en forma
detallada en las publicaciones cientificas, capitulos en libros técnicos y presentaciones a
Congresos, resultado del presente estudio (Anexo 1).

2.1 - Diversidad genética

A través del analisis isoenzimatico realizado en las 14 poblaciones del area de distribucion
natural de Nothofagus obliqua en Argentina (Figura 2.1.1) con los 7 marcadores génicos
identificados en el analisis de control genético (Skdh, I1dh-B, Adh, Pgm-A, Pgi-B, Got-B y
Got-C) se realizé la caracterizacion genética de las mismas (Cuadro 2.1.1).

Cuadro 2.1.1 - Pardmetros de diversidad genética poblacional

Cuenca Poblacién NA P AP Ho He v
1. Bandurrias 12 71 1,71 0.123 0.132 1.152
2. Yuco 14 71 2,00 0.180 0.191 1.236
Lacar 3. Nonthué 14 85 2,00 0.138 0.180 1.220
4. Hua Hum 14 85 2,00 0.164 0.175 1.211
5. Pio Protto 16 85 2,28 0.134 0.189 1.233
14. Quila Quina 16 100 2,28 0.219 0.264 1.359
6. Seccional 19 100 2,71 0.182 0.243 1.321
Quillén 7. Corralde Bueyes 16 85 2,28 0.170 0.203 1.255
8. Cabecera Oeste 15 85 2,14 0.221 0.240 1.317
9. Pulmari 15 85 2,14 0.139 0.229 1.298
Norquinco 10. Seccional 17 100 2,42 0.204 0.297 1.422
11. Chumpiru 14 85 2,00 0.185 0.240 1.315
Pilolil 12. Pilolil 13 71 1,85 0.242 0.256 1.344
Epulaufquen  13. Epulaufquen 16 85 2,28 0.239 0.278 1.386

P= porcentaje de loci polimérficos AP=nudmero medio de alelos por locus polimérfico
Ho= heterocigosis observada

He= heterocigosis esperada

v=diversidad
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Figura 2.1.1 - Distribucion geogréfica de las poblaciones estudiadas de Roble en
Argentina

La diversidad genética intrapoblacional presenté un patron dentro de la cuenca, donde los
valores mayores correspondian a las poblaciones de localizacién este. Asimismo, las
poblaciones marginales Pilolil y Epulafquen, de localizacion este y norte respectivamente
de la distribucion, mostraron valores de diversidad elevados respecto al resto de las
poblaciones.

Dos unicos alelos exclusivos: alelo 3 para Got-B y alelo 3 para Got-C fueron encontrados
en la poblacion ubicada en la cabecera este del Lago Quillén. La presencia del alelo 2
especie-especifico de Nothofagus nervosa (Gallo et al., 1997; Marchelli y Gallo, 1999),
diagnostico para la deteccion de hibridos interespecificos N. obliqua x N. nervosa, mostro
un patron longitudinal en su frecuencia, con valores mayores en las poblaciones de
localizacion oeste, tanto en la cuenca del lago Quillén, como en Norquinco, a pesar de la
no presencia de poblaciones de N. nervosa en esta Ultima. La poblacion ubicada mas al
norte y este de la distribucion (Epulafquen) presentd los mayores valores de frecuencia
del alelo 2 para Adh, en un area en la que N. nervosa no vegeta (Figuras 2.1.2 y 2.1.3).

ADH: Frecuencia alelo 2 con ADH Frecuencia alelo 2 con
Fralelo 2 incremento en longitud Fr alelo 2 incremento en latitude

0,30
13 0,30

0,25 2 025 J

0,20 0,20

0,15 - 0,15
0,10 - 0,10 -

0,05 4 0,05 -

0,00 - 0,00 -

Incremento en longitud Incremento en latitud

Figura 2.1.2 - Frecuencia del alelo 2 ADH  Figura 2.1.3 - Frecuencia del alelo 2 ADH
vs.longitud vs. latitud

2.2 - Diferenciacion

La diferenciacién genética entre poblaciones, medida a través de la distancia genética de
Gregorius (Gregorius, 1974) aplicada a un analisis de clusters a través del Método
UPGMA (valor cofenético r=0.7604) mostré un dendrograma con clusters poco definidos y
con falta de un agrupamiento notorio entre poblaciones pertenecientes a la misma cuenca
(Figura 2.2.1).
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Figura 2.2.1 - Dendrograma poblaciones basado en la distancia de Gregorius

Caracol de diferenciacién
(Gregorius and Roberds, 1986)

Pool génico

Figura 2.2.2 - Caracol de Gregorius. Diferenciacion entre poblaciones Dj
Obs.: las poblaciones pertenecientes a una misma cuenca se presentan en un mismo color.
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El test de Mantel para la correlacion entre matrices de distancia genética y distancia
geogréfica confirmé el resultado hallado en el dendrograma, con un r= 0.021. La
diferenciacion del pool génico entre poblaciones, evaluada a través del parametro Dj
(Figura 2.2.2) mostré a las poblaciones Norquinco 9 y Norquinco 10 como las mas
diferenciadas respecto al complemento.

2.3 - Andlisis entre cuencas y variacion geografica

El andlisis de clusters tomando a las cuencas como OTUs mostré un dendrograma donde
Norquinco y Quillén constituyen un cluster con Léacar, mientras que Pilolil y Epulafquen
aparecen a una mayor distancia (Figura 2.3.1). Estas dos ultimas cuencas conforman
regiones marginales dentro del area de distribucién de la especie, localizadas al este y
norte, respectivamente.

Dendrograma
CuencadNothofagus obliqua
L
Q
N
p -
E
| T T T T | T T T T l T T T T | T T T T |
0.020 0.034 ~0.048 ~ 0.061 0.075
Distancia de Gregorius

Figura 2.3.1 - Dendrograma cuencas Nothofagus obliqua
Referencias: L (Cuenca Lacar), Q (Cuenca Quillén), N (Cuenca Norquinco), P (Cuenca Aluminé), E
(Cuenca Epulafquen)
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CARACTERIZACION GENETICA DE NOTHOFAGUS OBLIQUA Y N. ALPINA
MEDIANTE RAPD

INTRODUCCION

El roble y el rauli pertenecen al género Nothofagus y corresponden a las especies N.
obliquay N.alpina, respectivamente.

En Chile, estas especies estan presentes en una superficie de 1.672.475 has., con una
amplia distribucién geogréafica que se extiende desde V hasta la X region, tanto en la
Cordillera de la Costa como en los Andes y desde los 500 m (rauli) hasta los 2.000 m
(roble) de altura. Esta amplia distribucion geografica a lo largo de Chile, podria ser el
resultado de una alta variabilidad genética en ambas especies, lo cual les permite
adaptarse a diferentes condiciones edafocliméticas.

El conocimiento de la variabilidad genética de una especie es un requisito indispensable
para fijar estrategias de conservacion, mejoramiento genético y su utilizacion racional.
Tradicionalmente, la descripcion de la variabilidad se ha basado en la descripcion
fenotipica (morfologia, crecimiento y caracteristica productivas) del germoplasma.
Actualmente, a este tipo de descripcion se han incorporado otras metodologias como son
los marcadores moleculares para caracterizar las especies a nivel de genotipo. El analisis
de los marcadores moleculares es considerada una herramienta potencialmente
poderosa en la caracterizacién y descripcion de la estructura genética del germoplasma.

Desde hace varias décadas, a través de la biologia molecular se han desarrollado varias
técnicas para detectar y cuantificar la variabilidad genética (polimorfismo) a nivel de ADN.
En una primera etapa, uno de los marcadores moleculares mas usados en diversas
especies fueron los RFLPs (Tanksley y otros, 1989), pero actualmente es considerado un
procedimiento lento y de alto costo. Posteriormente, Welsh y McClelland (1990) y
Williams y otros (1990) describieron la Amplificacion al azar del ADN polimérfico (RAPD),
una técnica basada en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta técnica usa partidores de 10 mers, para amplificar al azar secuencias del ADN
gendmico en estudio. La amplificacion del ADN, ocurre a través de ciclos térmicos
secuenciales que permiten denaturar, complementar el partidor a la cadena molde y
posteriormente sintetizar una nueva cadena de ADN (Williams y otros, 1990). Los
diferentes patrones y bandas amplificadas permiten cuantificar diferencias genéticas entre
y dentro de las especies.

Entre las ventajas del uso de RAPDs, estan su herencia Mendeliana, preferentemente
dominante, la facilidad de aplicacion y su alta eficiencia en detectar polimorfismo. Esta
habilidad de detectar regiones de ADN altamente variables tiene una tremenda
potencialidad en identificacién de razas, estudios de hibridacion inter e intraespecifica, en
el estudio de la variacion genética de poblaciones y en el mapeo de genes.
Adicionalmente, estan la rapidez en la obtencién de resultados, costo, el no uso de
radioactividad y una cantidad reducida de ADN.

Los objetivos de este trabajo son: a) determinar la diversidad genética del germoplasma de
roble y rauli, usando marcadores moleculares (RAPD); b) establecer posibles relaciones
entre la diversidad genética y su distribucién geografica; y c) detectar posibles hibridos entre
estas dos especies.
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El objetivo general de este estudio fue evaluar la variabilidad genética de poblaciones de
roble y rauli mediante marcadores genéticos, para ayudar a la conservacion, el mejoramiento
genético y el manejo silvicola en ambas especies. Ello a través de los siguientes objetivos
especificos: a) Identificar y relacionar genéticamente procedencias de rauli y roble, mediante
marcadores moleculares (RAPD); b) asociar la informacién genética-molecular con la
distribucion geogréfica; y c) detectar introgresion entre poblaciones naturales de estas
especies.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio de diversidad genética mediante RAPD, se analizaron 10 individuos dentro de
cada poblacion chilena y argentina (Cuadro 1). La extraccion de ADN se realiz6 desde hojas
jovenes y liofilizadas, tanto para el estudio de diversidad genética, como para el de
introgresion (Cuadros 1 y 2 ). Durante la extraccion de ADN, las hojas fueron maceradas en
un mortero en presencia de nitrégeno liquido. Al material macerado se le agreg6 300 pl de
tampon de extraccion (50 mM Tris pH 8,0; 0,7 M NaCl; 10mM EDTA; 2%CTAB y -
mercaptoetanol) y se incub6 durante 45 min. a 65°C.

Posteriormente, las muestras fueron enfriadas y se realizaron dos extracciones proteicas con
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). La emulsion fue centrifugada a 4.500 rpm por 15 minutos,
para la separacion de las fases. El sobrenadante acuoso se transfirié a un tubo limpio, y se
precipitd el ADN con Isopropanol. El precipitado fue lavado con etanol (76%; 10 mM NH,AC) y
secado a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN fue resuspendido (TE pH 8.0) y tratado con
ARNasa y se midié su concentracién en un fluorémetro (DyNA Quant™, Hoefer).

Analisis molecular mediante RAPD

1. Screening de partidores . Se realiz6 un pre-screening con 40 partidores de RAPD de 10
mers (Operon Technologies, Alameda, California, CA), para seleccionar aquellos que
presentaran el mayor nivel de polimorfismo y reproducibilidad.

2. Estudio de diversidad genética : Se seleccionaron 20 partidores de las Series OPAB y
OPAD, para realizar el analisis de 340 individuos de roble y 110 de rauli. Para determinar
introgresion se analizaron 22 partidores de RAPD.

3. Ajustes de las condiciones de reaccion y amplificacion. La reaccion de amplificacién
del ADN se realiz6 primeramente en un volumen total de 25ul conteniendo: 10x buffer, 0,3
mM de MgCl,, 0,2 mM de cada nucle6tido, 0,2 uM de partidor, 1 unidad de Taq
polimerasa. Durante este proceso se evaluaron tres concentraciones de ADN (5, 10 y 25
ng) y dos condiciones de reaccién y amplificacion.

4. Andlisis de las condiciones de amplificacion . Fueron: a) 3 ciclos de 95°C por 1 min.;
37°C por 1 min.; 72°C por 1 min. 20 s; luego 37 ciclos de 94°C por 37 s; 40°C por 40;
72°C por 1 min. 20 s. y b) 35 ciclos de 92° por 15 s; 34° por 1 min.; 72° por 2 min.



Cuadro 1 - Material vegetal utilizado para los estudios de diversidad genética en
roble y rauli, mediante RAPD

Pais | Macroclima | Region | Punto |Reg.| Prov. | Comuna | Lugar
Especie: Nothofagus obliqua (roble)
CHILE Centro 2-C R. N. Los Ruiles VIl |Cauquenes |Cauguenes Los Ruiles
Quirihue VIl [Nuble Quirihue Quirihue
Centro 3-C Cayumanqui VIl [Concepcion |Quillén Cerro Cayumanqui
Curanilahue VIl |Arauco Curanilahue  |San José de Colico
L. Lanalhue VIl |Arauco Cafiete Cam. Cafiete-Purén
Pichipillahuén IX  |Malleco Galvarino Pichipillahuén
Sur 4-C Cuesta Lastarria IX Cautin Loncoche San Antonio
Cruces X Valdivia Valdivia Sector Cayumapu
Sur 5-C Llancacura X Valdivia La Unién Trumao
Purranque X 0Osorno Purranque Cam.Purranque-Frutillar
Sur 6-D Victoria IX Malleco Victoria Inspector Fernandez
Quepe IX Cautin Freire Quepe
Sur 7-D Malalcahuello X Valdivia Lanco Purulén
Futrono X Valdivia Futrono Futrono
Rupanco X 0Osorno P. Octay Hacienda Rupanco
Centro 8-A Vilches VIl [Talca San Clemente |Vilches
Bullileo VIl [Linares Parral Bullileo
Centro 9-A R. Nac. Nuble VIl |Nuble Recinto Las Trancas
Ralco VIl |Bio-Bio Santa Barbara |Camino Ralco-Pangue
Recinto VIl |Nuble Pinto Cam.Pinto-Recinto km.10
Sta. Barbara VIl [Bio-Bio Santa Barbara |Parcela 43
Sur 11-A L. Galletue IX Malleco Melipeuco Icalma
Cunco IX Cautin Cunco Lomacura
L. Colico IX  [Cautin Cunco Puerto Puma
Melipeuco IX  |Cautin Melipeuco El Manzano
Curarrehue IX Cautin Curarrehue Puesco
Sur 13-A Choshuenco X Valdivia Panguipulli Puerto Fuy
Llifén X Valdivia Futrono Llifén
ARGENTINA|Sur 13-A Hua hum
Las Lagunas de
Epulaufquen
Quillén
Quillén 2
Quila Quina
Pilolin
Especie: Nothofagus alpina (rauli)
CHILE Centro 3-C Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
Sur 5-C Las trancas X Valdivia La Unién Cam. Trumao-Hueicolla
Huellusca X Osorno Purranque Huellusca
Centro 8-A Radal 7 Tazas VIl [Curico Molina Radal
Emb. Bulileo VIl |Linares Parral Bullileo
Centro 92 Recinto VIl [Nuble Pinto Los Lleuques —Atacalco
Sta. Barbara VIl [Bio-Bio Santa Barbara |El huachi
Jauja IX Malleco Collipulli Jauja
Sur 11-A  |Malalcahuello IX Malleco Curacautin Malalcahuello
Curarrehue X |Cautin Curarrehue Puesco
Sur 13-A  |Releco X Valdivia Panguipulli Releco

40
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Cuadro 2 - Material vegetal utilizado para los estudios de introgresién genética en
roble y rauli, mediante RAPD

Macroclima
Poblaciéon
Centro
Quepe 427-I 427-1V 427-V
Quepe 428-| 428-111 428-V
Sur
Cunco 424-| 424-11 424-1V
L. Colico 438-| 438-11 438-l 438-1V
Cuesta Lastarria 449-| 449-I1
Curarrehue 458-11 458-111 458-V
Llifén 505-11 505-1V
Llancacura 517-l1 517-1IvV
525-1 525-11 525-111 525-1vV
Rupanco 537-I 537-IvV
Purranque 550-I 550-I1 550-V

Ambas condiciones de amplificacion terminan con un periodo de extension de 72°C por 10 min. y
de refrigeracion a 4° hasta realizar la electroforesis.

El criterio de seleccion de la concentracion de ADN y condiciones de amplificacion a usar
en el estudio fueron la nitidez y reproducibilidad de los productos amplificados. Para este
andlisis se utilizé un termocliclador de 96 muestras con tapa calefactora.

Electroforesis

Un total de 12 ul del producto de la amplificacién se cargd en geles de agarosa (1,5%; 1X
TAE). La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 120 volts. En cada gel se
incluyé un marcador estandar (Ladder de 123 bp) para determinar el tamafio de los
fragmentos obtenidos. Posterior a la electroforesis, los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta para su posterior evaluacion.

RESULTADOS
Diversidad Genética

De los 40 partidores iniciales, se seleccionaron 20 para realizar el analisis de diversidad
genética, basados en la reproducibilidad de los patrones obtenidos y la capacidad de
discriminacion entre especies y entre los individuos pertenecientes a la misma especie y
poblacion.

Los resultados obtenidos muestran la diferente capacidad de deteccidén de poliformismo
de algunos partidores (Figura 1). De los 20 partidores analizados, 17 detectaron bandas
de tamafio especifico para cada especie. Se observ6 ademéas que en menor proporcion
ambas especies comparten bandas de idéntico tamafio molecular.

En roble el nimero de bandas amplificadas por partidor fluctu6 entre 4 y 12. Para los 340
individuos de esta especie, se obtuvo un total de 158 bandas, de las cuales un 79%
fueron polimorficas. Por otro lado, en rauli se obtuvo entre 4 y 14 bandas por partidor.
Para los 110 individuos analizados de esta especie se obtuvo un total de 145 bandas, y
un 56% de ellas detectaron polimorfismo.
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Figura 1. Poliformismo de tres partidores, bandas especie especificas y bandas de
idéntico tamafio para roble y rauli

Indices de similitud genética de roble

Cuando el andlisis de similitud genética se realizé con todos los individuos de roble,
incluyendo la zona macroclimatica centro y sur , los valores fluctuaron entre 0.73y 0.82 y
un promedio de 0.79 (Cuadro 3). Estos resultados indican que la diversidad genética de
la especie es bastante uniforme a través del area de distribucion geogréfica. Estos niveles
de diversidad son similares a los obtenidos en otros estudios realizados con RAPD en
especies forestales de polinizacién cruzada.

Cuando se analizaron los datos de roble, por zona macroclimatica (centro y sur) en forma
separada, los valores de los coeficientes de similitud fueron similares a los obtenidos en la
distribucion geografica total. En la macrozona centro, solo para una poblacion, Los ruiles,
Cauquenes de la VII Regién se obtuvo un promedio de 0.90, lo cual indica un menor
grado de diversidad entre los individuos colectados en esta poblacion (Cuadro 4 ). El resto
de las poblaciones fluctuaron entre 0.72 y 0.88, con un promedio de 0.79. Para la
macrozona sur los coeficientes de similitud fluctuaron entre 0.72 y 0.88, con un promedio
idéntico a la macrozona centro de 0.79 (Cuadro 5).



Cuadro 3 - Indices de similitud de  Nothofagus obliqua chilenas y argentinas determinados por RAPD. Promedio por
poblacién (10 individuos)

Poblacion Region 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 21 28 29 3 3 R 3B A
Los Ruiles VII-Cauquenes 0.8784

Quirihue VilI-Ruble 078 085

Cayumanaui VIII-Concep. 080 079 088

Curanilahue Mil-Arauco 077 078 079 08

L. Lanalhue Vill-Arauco 077 080 080 080 087

Pichipillahuén IX-Malleco 072 076 076 075 077 086

Victoria IX-Malleco 079 079 080 079 080 075 086

Vilches Vil-Talca 078 078 079 078 078 073 078 086

Quepe IX-Cautin 078 078 081 078 079 075 080 077 087

Bulileo Vil-Linares 075 074 076 075 076 073 076 075 077 086

R.N. fuble VilI-Nuble 076 077 078 075 075 074 077 075 076 076 083

Ralco Vill-Bio-Bio 079 08l 080 079 080 076 078 079 079 074 077 086

Recinto ViiI-fuble 078 080 08 08 08 077 08 08 079 077 079 08 088

Santa Bérbara VIil-Bio-Bio 077 078 079 081 079 074 08 078 079 075 075 078 079 085

Cuesta Lastarria IX-Cautin 078 077 079 079 078 074 081 078 08 076 077 079 080 079 085

Cruces X-Valdivia 079 079 08 079 080 073 079 079 080 07 076 079 079 078 077 08

Llancacura X-Valdivia 078 080 08 08 08l 077 08 078 08 076 078 08 08 08 08 079 088

Purranque X-Osormo 076 080 079 078 08 075 078 079 076 075 075 079 079 076 077 079 080 086

Malalhue IX-Malleco 077 08l 080 079 08 076 08 079 079 076 077 079 08 078 079 08 08 08 089

Futrono X-Valdivia 076 077 079 08 079 076 078 076 079 075 077 078 08 079 079 077 08 076 077 08

Rupanco X-Osomo 077 08 08 079 08 074 079 079 07 076 075 078 08 077 077 08 08 08 08 077 088

Melipeuco IX-Cautin 077 078 076 077 075 072 074 077 074 071 074 079 077 076 076 076 078 076 076 076 075 08

L Galletué IX-Malleco 077 079 080 077 078 075 078 079 079 075 076 079 079 078 077 078 08 079 08 077 08 075 08

Cunco IX-Cautin 078 077 079 079 077 073 08 077 078 075 078 078 08 078 08 078 08 076 078 078 077 075 077 08

L. Colico IX-Cautin 079 080 080 079 08 074 08 079 079 077 076 08 08 079 079 08 08 08 08 077 08 076 08 078 087

Curarrehue IX-Cautin 077 077 078 077 078 074 078 077 077 075 077 077 078 078 078 08 078 078 08 077 079 077 077 076 08 08

Choshuenco X-Valdivia 079 078 079 079 079 073 080 078 08 074 076 08 079 08 079 08 08 078 08 079 078 078 078 079 08 078 08

Llifén X-Valdivia 081 08l 08 079 08 075 08 08 079 076 078 08 08 079 08 08 08 08 08 078 079 079 079 08 08 08 08 088

Huahum Argentina 075 075 077 078 07 073 077 076 07 073 075 077 08 076 079 076 079 075 077 076 077 075 076 078 076 075 076 077 08

Las lagunas Argentina 073 075 075 076 073 073 075 076 075 074 075 075 077 076 076 075 077 072 073 076 074 074 074 076 074 074 074 075 077 08

Quilén Argentina 077 078 079 08 078 077 08 079 079 076 077 08 08 079 079 079 08 076 077 078 078 076 078 08 078 076 077 078 08 080 089
Quillén 2 Argentina 078 080 08 08 079 078 08 08 079 076 077 08 08 08 08 08 08 079 08 078 08 077 079 08 08 077 079 08 08 079 08 089
Quilaquina Argentina 075 077 078 079 077 076 079 078 079 074 075 077 079 079 079 079 08 076 078 078 078 076 077 079 077 078 078 077 080 078 08 08 085

Pilolin Argentina 078 078 079 079 076 076 079 077 079 076 077 079 08 078 079 078 08 076 077 077 078 077 077 079 078 077 078 079 080 078 08 08 08 08
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Cuadro 4 - Indices de similitud de  Nothofagus obliqua chilenas del macroclima
centro determinados por RAPD. Promedio por poblacion (10 individuos)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Poblacion Region

Los Ruiles VII-Cauquenes 0.878

Quirihue VIII-Nuble 0.78 0.85

Cayumanqui VIll-Concep. 0.80 0.79 0.88

Curanilahue VIlI-Arauco 0.77 0.78 0.79 0.85

L. Lanalhue VIll-Arauco  0.77 0.80 0.80 0.80 0.87

Pichipillahuén IX-Malleco 072 0.76 0.76 0.75 0.77 0.86

Victoria IX-Malleco 079 0.79 0.80 0.79 0.80 0.75 0.86

Vilches Vll-Talca 078 0.78 079 0.78 0.78 0.73 0.78 0.86

Quepe IX-Cautin 0.78 0.78 081 078 079 075 0.80 0.77 0.87

Bullileo Vll-Linares 075 0.74 076 075 076 0.73 0.76 0.75 0.77 0.86

R. N. Nuble VIII-Nuble 0.76 0.77 078 075 075 074 077 075 076 0.76 0.83
Ralco VIll-Bio-Bio 0.79 081 080 079 080 0.76 0.78 079 079 074 0.77 0.86
Recinto VIiI-Nuble 0.78 0.80 081 080 080 077 081 080 079 077 079 0.80 0.88

Santa Barbara

VIIl-Bio-Bio 0.77 0.78 0.79 081 0.79 074 080 0.78 079 075 075 0.78 0.79 0.85

Cuadro 5 - Indices de similitud de  Nothofagus obliqua chilenas y argentinas
determinados por RAPD. Promedio por poblacién (10 individuos)

Poblacion Regién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Cuesta Lastarria | IX-Cautin 0.85

Cruces X-Valdivia 0.77 0.88

Lancacura X-Valdivia 082 0.79 088

Purranque X-Osorno 0.77 079 080 0.86

Malalcahuello IX-Malleco 079 082 0.81 084 0.89

Futrono X-Valdivia 079 077 082 076 0.77 085

Rupanco X-Osorno 077 082 080 0.83 084 077 088

Melipenco IX-Cautin 076 076 078 076 0.76 0.76 0.75 0.85

L Galletué IX-Malleco 077 078 080 079 0.80 077 080 0.75 0.86

Cunco IX-Cautin 081 078 081 076 078 078 0.77 075 0.77 085

L Codlico IX-Cautin 079 080 080 080 081 077 080 076 080 0.78 087

Curarrehue IX-Cautin 078 080 078 078 080 077 079 077 077 076 080 0.86

Choshuenco X-Valdivia 079 080 081 078 080 079 078 078 0.78 079 080 0.78 0.86

Llifén X-Valdivia 080 080 080 081 082 078 079 079 079 080 081 0.80 081 0.88

Huahum Argentina 079 076 079 075 077 076 077 075 076 078 076 075 076 0.77 085

Las lagunas Argentina 076 075 077 072 073 076 074 074 074 076 074 074 074 075 077 0.82

Quillén Argentina 079 079 081 076 077 078 078 076 078 0.80 078 076 077 078 081 0.80 0.89

Quillén 2 Argentina 080 080 082 079 080 078 081 077 079 081 080 077 079 080 082 079 085 089
Quila Quina Argentina 079 079 080 076 078 078 078 076 077 079 077 078 078 077 080 078 0.82 083 085
Pilolin Argentina 079 078 080 076 077 077 078 077 077 079 078 077 078 079 080 078 0.83 082 080 0.85

Agrupacion de poblaciones de roble mediante analisis de RAPD

En el dendrograma generado por los coeficientes de similitud (Fig. no incluida) se aprecio
una distribucion de los individuos, independiente a su origen geografico. La agrupacion de
individuos de una misma poblacién, y a una zona climatica fue baja. Sin embargo, en el
dendrograma que incluy6 sélo las poblaciones de la zona macroclima centro, se observo
una mayor tendencia a la agrupacion de individuos pertenecientes a la misma
procedencia (Fig. 2). Poe ejemplo, Los Ruiles, Recinto, Cayumanqui, Lago Lanalhue,
Quepe, Victoria, R, Nac. Nuble, Bullileo y Pichipillahuén presentaron una mayor tendencia
a agrupar los individuos pertenecientes a sus poblaciones.
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Figura 2 - Dendrograma de poblaciones de roble, pertenecientes
al macroclima centro

Cuando el dendrograma incluyé sélo las poblaciones del macroclima sur, se observo una
agrupacion preferencial de las poblaciones provenientes de Argentina, en la parte superior
del dendrograma. Sin embargo el nivel de diversidad genética dentro de este cluster fue
similar a las otras agrupaciones formadas por las poblaciones de origen chileno.

Un grupo intermedio estuvo conformado por individuos de origen chileno, se observé
algun grado de agrupamiento entre individuos de la misma poblacion (Fig. 3). Un tercer
grupo en la parte inferior del dendrograma estuvo integrado por roble proveniente de
Argentina y en forma integrada se agrup6 con roble de origen chileno.
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Figura 3 - Dendrograma de poblaciones de roble, de origen chileno y argentino,

—1 —— Cuesta L., Cunco,

L.Colico 11A
Cuesta Lastarria  4C
Cruces, Vald e
| 5C
Llancacura 5C
Purranque 5C
Malalcahuello
Futrono ;g
Rupanco, e
L Galletué 13A
Llifén 11A
Choshuenco —
Curarrahue 11A
T
— Melipeuco, Galletué, Cuesta L.
— L. Galletué
'_|_|—'_'
_| — Cuesta L., CrucesMelipeuco
CuncoChoshuenco  Melipeuco
L L L {  Cunco, Choshuenco,
0.68 0.75 0.83 0.90 0.97
COEFICIENTE DE JACARD

pertenecientes al macroclima sur
Indices de similitud genética de rauli

Cuando el analisis de similitud genética se realiz6 con todos los individuos de rauli,
incluyendo la zona macroclimética centro y sur , los valores fluctuaron entre 0.78 y 0.83 y
un promedio de 0.84 (Cuadro 6). Estos resultados indican que la diversidad genética de
la especie es bastante uniforme a través del area de distribucion geografica. Estos niveles
de diversidad son similares a los obtenidos en roble, con los mismos partidores de RAPD.
Ademas estan dentro de valores de similitud genética de otras especies de polinizacion
cruzada.
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Cuadro 6 - Indices de similitud genética entre poblaciones de N. alpina provenientes
de las zonas macrocliméticas centro y sur de Chile

Macroarea Procedencia Poblacién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SUR 5C Las trancas 1.00

CENTRO 8A E. Bullileo 0.79 1.00

CENTRO 9A Sta Barbara 083 082 1.00

CENTRO 9A Jauja 079 083 0.80 1.00

CENTRO 8A Radal 7 tazas 080 080 0.80 0.78 1.00

SUR 5C Huellusca 080 082 081 079 086 1.00

SUR 11A Curarrehue 078 080 078 079 080 0.81 1.00

SUR 13A Releco 078 082 077 080 079 0.80 083 1.00

SUR 11A Malalcahuello 080 080 079 078 080 081 082 082 1.00

CENTRO 3C Pichipillahuén 082 080 083 079 081 081 078 080 0.79 1.00
CENTRO 9A Recinto 081 080 081 078 078 081 082 080 079 079 1.00

Cuando se analizaron los datos de rauli, separadamente para las zonas macroclimaticas
centro y sur. Los valores de los coeficientes de similitud obtenidos en la distribucion
geografica central fluctuaron entre 0.78 y 0.83, mientras que el promedio fue de 0.86
(Cuadro 7). Mientras que en la zona macrocliméatica sur, los coeficientes de similitud
fluctuaron entre 0.78 y 0.83, con un promedio casi idéntico a la macrozona centro de 0.87
(Cuadro 8).

Cuadro 7 - Indices de similitud genética entre poblaciones de N. alpina provenientes
de la zona macroclimatica centro de Chile.

Macroarea Procedencia  Poblacion 1 2 3 4 5 6

CENTRO 9 Recinto, Nuble 1.00

CENTRO 3C Pichipillahuén, Malleco 0.79 1.00

CENTRO 8a Radal 7 tazas, Curicé 0.78 081 1.00

CENTRO 8 Embalse Bullileo, Linares 080 0.80 0.80 1.00

CENTRO 92 Santa Barbara, Los Angeles 0.81 0.83 0.80 0.82 1.00

CENTRO 92 Jauja, Malleco 078 079 078 0.83 0.80 1.00

Cuadro 8 - Indices de similitud genética entre poblaciones de N. alpina provenientes

de la zona macrocliméatica sur de Chile.

Macroarea Procedencia  Poblacion 1 2 3 4 5
SUR 5C Las trancas, Valdivia 1.00

SUR 5C Huellusca, Osorno 0.80 1.00

SUR 118 Curarrehue, Cautin 0.78 0.81 1.00

SUR 132 Releco, Valdivia 0.78 0.80 0.83 1.00
SUR 112 Malalcahuello, Malleco 080 081 082 082 1.00

Agrupacion de poblaciones de rauli mediante analisis de RAPD

En el dendrograma generado por los coeficientes de similitud de rauli provenientes de los
macroclimas centro y sur (Fig. 4), se aprecio una distribucion, en los grupos inferiores del
dendrograma, dependiente del origen geografico. El grupo superior incluy6 individuos de
ambas zonas macroclimaticas.
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Figura 4 - Dendrograma de poblaciones de rauli chileno
perteneciente al macroclima sur

Cuando el andlisis de agrupamiento se realiz6 con los datos generados por las
poblaciones de rauli del macroclima central, se observé una fuerte tendencia a que los
individuos provenientes de una misma poblacion se agruparan (Fig. 5). Por ejemplo, para
las poblaciones Radal 7 tazas, los 10 individuos analizados se agruparon en un cluster, en
la rama intermedia del dendrograma. Ademas, las poblaciones (puntos de muestreo)
Radal 7 tazas y Embalse Bullileo, Jauja y Recinto, pertenecientes a la misma region de
procedencia y zona macroclimética se agruparon en el mismo cluster. Estas procedencias
involucran individuos de la region de muestreo andina (A). Pichipillahuén, procedencia de
la cordillera de la costa se agrupé con Santa Barbara de la regién andina y situada ambas
en la misma latitud.
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Figura 5 - Dendrograma de poblaciones de rauli chileno perteneciente
al macroclima centro

Cuando el andlisis de agrupamiento se realizO con los datos generados por las
poblaciones de rauli del macoclima sur, se observé también una clara tendencia a que los
individuos provenientes de una misma poblacion se agruparan (Fig. 6). Por ejemplo, para
las poblaciones Las Trancas, Rahue, Malalcahuello y Releco agruparon a la mayoria de
los individuos analizados (10). Las otras poblaciones analizadas también agruparon sus
individuos, entremezclando robles provenientes de otras poblaciones, ejemplo Curarrehue
y Releco.

Se observa ademas una agrupacion entre poblaciones provenientes de regiones
geograficas continuas, como son: Curarrehue y Releco, de la region andina, 11A y 15A,
respectivamente.
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Figura 6 - Dendrograma de poblaciones de rauli chileno perteneciente
al macroclima centro

Introgresion

Usando los partidores especie especificos para determinar y/o confirmar la presencia de
hibridos naturales entre Roble y rauli, se amplificaron los hibridos colectados del huerto
Huillilemu. Existe una alta correlacién entre la identificacion morfologica y la molecular
determinada por los partidores de RAPD usados en este estudio (Fig. 7).

A nivel de las procedencias analizadas, se detect6 un 66,7% de hibridos, mientras que a
nivel de individuos se confirmd en un 34,5%.

Figura 7 - Determinacion de hibridos mediante partidores especie especificos
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Uso de PCR-RFLP

El ADN citoplasmatico es de herencia materna y ha permitido estudiar la organizacion
genética de centros de diversidad, establecer relaciones entre los genotipos cultivados y
sus materiales silvestres ancestrales. La conservacion alta que presentan los organelos
en la mayoria de los vegetales ha permitido disefiar partidores universales que amplifican
regiones no codificadoras y que intercalan dos regiones codificadoras.

Estas regiones pueden ser estudiadas por secuenciacion o digestion con un nimero de
enzimas de restriccion para determinar el numero de polimorfismos (RFLP-PCR). Para
estudiar la diversidad de las poblaciones clasificados en base a su fenotipo como hibridos
entre roble-rauli, y la direccion de introgresion, se establecieron los parametros de
amplificaciéon (PCR) y de restriccion con enzimas de corte frecuente (RFLP). En el
proyecto se analizaron 31 individuos provenientes de poblaciones hibridas. Sin embargo
no fue posible determinar variabilidad ni direccion de introgresion, debido al
monomorfismo presentado en las combinaciones generadas por lo 9 set de partidores y 8
enzimas de restriccion utilizadas en el estudio.

=

Figura 8 - Patrones monomorficos de PCR-RFLP obtenidos con la combinacion del
partidor de cloroplasto 4y Thall
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DIFERENCIACION GENETICA DETECTADA CON MARCADORES DE ADN DE
CLOROPLASTO

COMPONENTE ARGENTINO
Metodologia

La metodologia utilizada en las diferentes etapas del Proyecto se halla descripta en forma
detallada en las publicaciones cientificas, capitulos en libros técnicos y presentaciones a
Congresos, resultado del presente estudio (Anexo 1).

1. RAULI

En base a un trabajo previo (Marchelli et al., 1998) se analizaron dos regiones
polimorficas de ADN de cloroplasto en 20 poblaciones de Argentina y 11 de Chile. De
estas poblaciones se analizaron plantulas recién germinadas o yemas. Al no encontrarse
variacién intrapoblacional en el trabajo previo, la muestra se establecié entre dos y cuatro
individuos por poblacion, en funcién de lo establecido por Pons & Petit (1995). Las
combinaciones de primer/enzyma que detectaron variacion y fueron utilizadas son:
DT/Taql y FVITaql (Fig. 1.1).

Figura 1.1 - Ejemplo de polimorfismo encontrado con el primer FV y la enzyma Taq!

Se detectaron en total cinco haplotipos entre las poblaciones Argentinas y Chilenas
(Cuadro 1.1). La distribucién geogréfica de los haplotipos presentd una marcada
estructuracion, separando aquellas poblaciones de la Cordillera de la Costa de las
situadas en la Cordillera de los Andes. A su vez, entre las poblaciones de cada Cordillera
se evidencio una diferenciacion a nivel latitudinal (Fig. 1.2). Estos resultados sugieren la
existencia de multiples refugios para la especie durante las Ultimas glaciaciones. Por otro
lado, la separacién de la Costa y los Andes apoya la permanencia de la especie en
refugios andinos, ubicados tanto en la ladera Este como en la Oeste.
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Cuadro 1.1 - Descripcidn de los cinco haplotipos detectados en Nothofagus nervosa
y poblaciones en los cuales se encontraron. Los fragmentos polimérficos se

marcaron en orden decreciente de peso molecular

Haplotipo FV/Tagl DT/Taqgl Poblaciones
I 3 2 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20 Andes Sur
Il 4 3 16, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 Andes Norte
1l 1 2 21 Andes Centro (Neltume)
v 2 1 29 Costa Sur (Chol Chol)
V 4 2 30 Costa Norte (Nahuelbuta)
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Figura 1.2 - Distribucion geografica de los haplotipos encontrados en poblaciones
argentinas y chilenas de  Nothofagus nervosa.



2. ROBLE

Para el estudio a través de cpADN se utilizo tejido foliar de plantulas obtenidas en
vivero (invernaculo y cantero) para este fin. Para este andlisis se evaluaron 10
individuos en dos poblaciones con el objetivo de verificar la posible existencia de
variacion intrapoblacional. Debido a que se comprobd la ausencia de variacion
intrapoblacional, el tamafio muestral se redujo a 5 individuos para el resto de las
poblaciones (ej. MATYAS and SPERISEN, 2001). Para este analisis se aplicé el
método conocido como PCR-RFLP o CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence) que consiste en la digestion del producto de amplificacion con enzimas
especificas de restriccion para luego visualizarlo en gel de acrilamida con tincién
con bromuro de etidio (CERVERA et al.,, 2000). EI método, que cuenta con la
ventaja de no demandar del previo conocimiento de la secuencia del ADN de la
especie bajo estudio, utiliza primers universales. En este caso, se utiliza un set de
primers desarrollado para la amplificacion de regiones no codificantres de ADN de
cloroplasto en plantas (TABERLET et al, 1991; DEMESURE et al, 1995;
DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997). Este andlisis permitio realizar una diferenciacion
genética en las poblaciones analizadas a partir de haplotipos, que posibilita la
inferencia de localizacién de posibles refugios glaciarios y reconstruccién de rutas
migratorias de la especie luego de la retraccion de los hielos.

Los resultados hallados a partir de este estudio se detallan en el Cuadro 2.1, en
donde el namero corresponde al nombre con el que se identificaron las bandas
sobre el gel de acrilamida.

Tabla 2.1 - Haplotipos por poblacién para las tres combinaciones primer/enzima

POBLACION Haplotipo
DT/Taq | DT/Haelll FVIiTaql
2

Las Lagunas 13
Quillén 6

Quillén 7

Quillén 8
Norquinco 9
Norquinco 10
Norquinco 11
Pilolil 12

Lacar Yuco 2
Lacar Nonthué 3
Lacar Hua Hum 4
Lacar Pio Protto 5
Lacar Quila Quina 14
2 C (Cord. Costa)
3 C (Cord. Costa)
4 C (Cord. Costa)
6 D (Valle Long.)

8 A (Cord. Andes)
9 A (Cord. Andes)
11 A (Cord. Andes)
13 A (Cord. Andes)

4
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En el Cuadro 2.2 se resumen a nivel de cuenca (poblaciones argentinas) y region

(poblaciones chilenas), los haplotipos encontrados.
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Cuadro 2.2 - Haplotipos poblaciones  Nothofagus obliqua por cuencal/region

Cuenca/Regién DT/Taql DT/Haelll FV/Taql
EPULAFQUEN 2 2

NORQUINCO 3 1

PILOLIL 3 4
QUILLEN 3 1 4
LACAR 2 2 2
CORD. COSTA 3 1

VALLE MEDIO 3 1

CORD. ANDES (Chile) 2 2

Tanto las poblaciones de distribucién argentina, como las de distribucién chilena,
presentaron, para las combinaciones primer/enzima DT/Tagl, DT/Haelll y FV/Taql, los
mismos haplotipos descriptos por Marchelli et al. (1998) para Nothofagus nervosa. Las
poblaciones argentinas de la especie, al igual que las de Nothofagus nervosa mostraron
un patron de distribucion latitudinal respecto al Volcan Lanin, excepto para Lagunas de
Epulafquen. Las poblaciones chilenas presentaron un patrén de tipo longitudinal, asociado
a la regién geografica de localizacion de las poblaciones. El andlisis de las poblaciones en
su conjunto a partir de los resultados hallados hasta el presente posibilitd observar que
tanto las poblaciones chilenas de la Cordillera de los Andes (norte, centro y sur), como las
de distribucion sur en Argentina, presentaron el haplotipo que Marchelli nombra como sur
en su estudio. Por otro lado, las poblaciones de la Cordillera de la Costa y Valle
Longitudinal comparten haplotipo con las poblaciones de distribucién norte en Argentina,
excepcion hecha para poblacion Epulafquen. Estos resultados, con haplotipos
compartidos por las distribuciones en cada pais nos permiten inferir posibles refugios
glaciarios comunes, principalmente en lo que se refiere al haplotipo sur. Las poblaciones
norte de Argentina pudieron haberse originado a partir de refugios de localizacion este,
debido a la gran distancia respecto al Valle Medio y Cordillera de la Costa, junto a los
resultados arrojados por el presente estudio a nivel isoenzimaico. La Figura 2.1 muestra
en forma esquemética a distribuciébn geogréafica de los haplotipos hallados en las
poblaciones analizadas.
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CONSERVACION DE SEMILLA DE MEDIOS HERMANOS Y ESTABLECIMIENTO DE
ENSAYOS DE PROGENIE

INTRODUCCION

La diversidad genética es la piedra angular para la seleccion y el mejoramiento futuros y
es, a la vez, fundamental para permitir a los arboles adaptarse a cambios climaticos o a
nuevas plagas. Los productos aportados por los arboles apoyan la calidad de vida de
millones de personas, por lo cual estos recursos genéticos deben ser reconocidos como
un recurso natural que requiere ser conservado.

El método natural de conservacion es el manejo sostenible de los bosques, en aquellos
casos en que aun no han sido objeto de erosién genética. Como lo anterior no es la
norma, ya que una gran parte de los bosques naturales se encuentran en estado
avanzado de degradacion, es necesario recurrir a medidas especiales de conservacion.
La aproximacion preferida para la conservacién de recursos genéticos forestales es,
normalmente, mantener el pool genético en rodales vivientes, de modo que ellas puedan
responder a cambios climaticos o del ambiente, en general, prosiguiendo el proceso
evolutivo; lo anterior, en sus ecosistemas naturales, lo que constituye la conservacion in
situ.

Lamentablemente, no siempre es posible aplicar el método anterior. En muchos casos, las
poblaciones naturales estan bajo presién y existen probabilidades de que desaparezcan,
debido a acciones antrépicas, preferentemente. En situaciones de alto riesgo para las
poblaciones naturales, es preciso recurrir a la estrategia ex situ; dentro de esta opcion, la
mejor alternativa seria la realizacion de plantaciones a escala operacional, lo cual pondria
a las especies asi utilizadas en resguardo frente a una probable extincion. Pero no todas
las especies suelen ser plantadas masivamente, ya que algunas sélo tienen valor de
opcidn; por lo tanto, como una respuesta a este problema, que es de caracter mundial, se
han desarrollado algunas estrategias, entre las cuales la conservacion de germoplasma y
el establecimiento de procedencias y/o progenies aparecen como las mas probables de
ser ejecutadas en Chile.

La conservacion de germoplasma corresponde a preservacion genética, en que se toman
medidas anticipadamente, poniendo el recurso a cubierto de dafio o peligro; en esta
situacion, no opera la evolucion, por lo cual se acepta que no es un método muy
apropiado para las especies forestales. Es por ello que no se ha empleado masivamente,
aunque deberian hacerse esfuerzos a partir de ahora, en que se cuenta con predictores
de longevidad para tales especies. Roble y rauli son especies de semillas ortodoxas que
pueden secarse hasta contenidos de humedad tan bajos como 6% y almacenarse a —
18°C por varias décadas en envases sellados. Ensayos realizados en Inglaterra (Gosling,
com. pers.) indican que rauli, a 6% de contenido de humedad, almacenado a 2°C ha
mantenido inalterable su viabilidad por 17 afios. En el caso de roble, con 8,7% de
contenido de humedad y almacenado a 2°C, han logrado el mismo nivel de éxito que en
rauli, en un horizonte de 12 afios.

Sin duda que el método mas aconsejable en el caso de especies forestales es el
establecimiento de unidades ex situ, entre las cuales los ensayos de progenies aparecen
como las méas importantes por la variada aplicacion que ellos tienen. En efecto, al igual
gue en todos los cultivos, en especies forestales como roble y rauli el objetivo principal de
estos ensayos es la determinacion de pardmetros genético-estadisticos como la
heredabilidad y las aptitudes combinatorias, a la vez que permiten la seleccién genética
“hacia atras” y “hacia delante”, al ser considerados como poblaciones base en un
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programa de mejoramiento genético. Pero, en el presente, tal vez un rol tan importante
como el anterior, sea el de la conservacion del material establecido, sobre todo si se
realizan a partir de bases genéticas adecuadas, como un numero minimo de progenitores
representados, una cantidad de medios hermanos que garantice selecciones futuras, y tal
vez lo mas importante, que se establezcan sobre diferentes tipos de condiciones
ambientales emulando el sistema de mejora basado en poblaciones multiples. En el caso
de Chile, el esfuerzo mas notable en esta &rea, antes del Proyecto FONTAGRO, es el
ensayo de progenies de 27 medios hermanos de rauli, establecido al amparo del Proyecto
FONDEF “Mejoramiento Genético para Especies de Nothofagus de Interés Economico”.
Cada una de estas 27 madres esta representada por 30 hijos (medios hermanos entre si),
en un disefio de bloques completos al azar, utilizando parcela de arbol individual, con 30
repeticiones.

Objetivos

1. Constituir una poblacion base con estructura familiar conocida para efectuar las
selecciones que daran origen a la siguiente generacién de mejoramiento

2. Entregar informacién respecto al comportamiento diferencial que exhiban las distintas
procedencias y progenies consideradas en la evaluacion

3. Permitir la evaluacibn de parametros genéticos que orienten la estrategia de
mejoramiento genético de largo plazo

4. Entregar informacion del desempefio en terreno del material ensayado, el cual
combinado con la informacién que se obtenga por los andlisis moleculares permitira
una definicibn mas depurada de las regiones de procedencia Yy contribuir a un
adecuado ordenamiento territorial y genético de este recurso en Chile.

MATERIALES Y METODOS

La semilla de las poblaciones de roble y rauli fueron colectadas en las 14 zonas de
procedencia de roble y en las siete zonas de procedencia de rauli. Esta actividad se
realizd durante tres temporadas debido al afierismo y a la baja calidad de la semilla
colectada, principalmente por problema de dafio de insectos y bajo poder de germinacion.
La semilla colectada durante la temporada 1998/1999 y 1999/2000 fue destinada
complemente a producir plantas para los ensayos de progenies y la semilla colectada el
afio 2002/2003 se almacenara en una camara de frio para su conservacion. En el afo
2002/2003 se colectd semilla de una poblacion por region de procedencia en roble
(Cuadro 1) y rauli (Cuadro 2)



Cuadro 1 - Regidn de procedencia, poblacion, nimero de arboles y semilla (g) por
afo de colecta de roble en Chile.

1998/1999 1999/2000
REGION Punto o poblacion N° Semilla N° Semilla
arboles (9) arboles (9)

1-C 1.Til-Til 10 320 7 771
2. Lampa 0 0 10 565

3. Alhue 7 22,5 7 629

2-C 4. Alto colorado 7 54 7 508
5. R. N. Los Ruiles 10 118 7 542

6.1 Ninhue 10 633 - -

6.2 Quirihue 11 446 - -

3-C 7. Cayumanqui 10 195 7 212
8. Curanilahue 10 167 7 316

9. L. Lanalhue 10 264 - -

10. Pichipillahuén 10 482 -

4-C 11. Cuesta Lastarria 10 214 - -
12. Cruces 11 1552 - -

5-C 13. Llancacura 10 1386 - -
14. Rio negro 10 3264 - -

15. Purranque 10 2708 - -

6-D 16. Victoria 10 456 - -
17. Quepe 10 467 - -

7-D 18. Malalhue 4 250 - -
19. Futrono 10 1130 - -

20. Rupanco 10 790 - -

8-A 21. Sierras de Bellavista 7 78 7 1015
22. Alto Lircay 10 116 6 292

23. Altos de Vilches 10 167 - -

24. Vilches 10 142 1 45

25. Bullileo 10 81 7 568

9-A 26. R. Nac. Nuble 10 565 - -
27. Ralco 10 168 3 372

28. Recinto 10 497 -

29.Sta. Barbara 10 517 - -

10-A 30. Loncopué, Arg. 0 0 - -
11-A 31. L. Galletue 9 116 - -
32. Cunco 10 473 - -

33. L. Colico 10 188 - -

34. Curarrehue 10 344 - -

12-A 35. Paso Pino Hachado, Arg 0 0 - -
36. Aluminé, Arg. 0 0 - -

13-A 37. Choshuenco 10 605 - -
38. Llifén 10 331 - -

14-A 39. Lago Lacar, Arg. 0 0 - -
TOTAL 336| 19.306 83| 6.337
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Cuadro 2 - Regidn de procedencia, poblacion, nimero de arboles y semilla (g) por
afo de colecta de rauli en Chile

1998/1999 1999/2000
REGION Punto N° Semilla N° | Semilla
arboles (9) arboles (9)
3-C 1. Quebrada Bellavista 0 0
2. Cord. Nahuelbuta 10 107 7 149
3. Pichipillahuén 10 130 2 102
5-C 4. Las trancas 10 287
5. Huellusca 10 244
8-A 6. Radal 7 Tazas 10 115 2 98
7. Vilches 10 63 1 78
8. Emb. Bullileo 10 85
9-A 9. Recinto 10 183
10. Sta. Barbara 10 142 3 144
11.Jauja 10 150 2 139
11-A 12. Malalcahuello 10 49 7 78
13. Melipeuco 10 80 10 274
14. Curarrehue 10 145
13-A 15. Releco 10 213 2 133
16. Neltume 1 35 9 143
17. Arquilhue 0 0 2 44
14-A 18. Lago Lacar, Arg. 0 0
TOTAL 131 2028 47| 1.372

Las actividades de viverizacion, tratamientos germinativos, siembra y cuidados culturales
de las plantas producidas bajo condiciones de invernadero, se desarrollaron bajo la
metodologia definida y aplicada por la Empresa Forestal Agricola Monteaguila S.A., en las
especies de roble y rauli.

La época de siembra fue durante el mes de Septiembre del afio 1999, para de esta forma
obtener plantas a finales de Junio del afio 2000, con un tamafio variable entre 35 y 60 cm.
de altura, y un diametro de cuello entre 4 y 8 mm. Debido a la gran cantidad de familias y
progenies la siembra comenzdé en la segunda semana de Septiembre de 1999,
extendiéndose hasta la tercera semana de Octubre.

Con este material se establecieron cinco ensayos de rauli y tres de roble. Estos ensayos
se establecieron en el patrimonio de Empresas forestales y en areas administradas por la
Corporacion Nacional Forestal. En su instalacion se utilizaron las técnicas silvicolas
recomendadas en un disefio experimental de Bloques Completos al Azar, con parcelas de
una planta (Single tree plot) y plantaciones en fajas para efectos de proteccion lateral. En
el establecimiento de los ensayos participaraon investigadores del INFOR, y la
Universidad Austral de Chile con la colaboracién de CONAF, y las Empresas Agricola y
Forestal Taquihue Ltda, Forestal Neltume Carranco S.A, JCE Chile S.A.; y COFOMAP
dirigidos por el Dr. Roberto Ipinza.

RESULTADOS

Los ensayos de progenie de roble y rauli fueron ubicados en las regiones VIl y X (Cuadro
3).
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Cuadro 3 - Ubicacién geografica de los ensayos de progenie de roble y rauli con la
semilla colectada con financiamiento del proyecto

Especie Predio Empresa Region Provincia Comuna

Roble Remeco For. Neltume Carranco S:A X Valdivia Panguipulli
Pumillahue CONAF X Valdivia Lanco
Arguilhue Agricola y Forestal Taquihue Ltda. X Valdivia Futrono

Rauli El Morro JCE Chile Ltda VI BioBio Mulchén
Remeco For. Neltume Carranco S:A X Valdivia Panguipulli
Pilmaiquen COFOMAP X Valdivia Panguipulli
Huillilemu CONAF X Valdivia Mariquina
Arguilhue Agricola y Forestal Taquihue Ltda. X Valdivia Futrono

CONCLUSIONES

1. El proyecto proporcioné la semilla colectada en los afios 1998/1999 y 1999/2000 para
producir varios cientos de plantas, las que fueron empleadas para la plantacion de
diferentes ensayos de procedencia.

2. Elfinanciamiento de las plantaciones fue obtenido de empresas publicas y privadas.

3. Se espera en el futuro utilizar este material genético para continuar con los estudios
moleculares sobre diversidad genética de estas especies y su posible uso en
mejoramiento genético.

4. La semilla colectada durante la temporada 2002/2003 se mantendra en camara fria
con propdsitos de conservacion de estas especies. La colecta en esta temporada
incluyé a una 11 poblaciones de roble y a seis procedencias de rauli. En el futuro se
pretende aumentar el nimero de poblaciones bajo estas condiciones.

COMPONENTE ARGENTINO: BANCO DE SEMILLAS
RAULI

Previamente al inicio del proyecto se contaba con semilla proveniente de 29 poblaciones
del area de distribucién en Argentina. Durante el periodo de ejecucién del proyecto se
siguié recolectando en tres poblaciones. También se recolectaron semillas de arboles
individuales pertenecientes a las zonas de Tromen (25 arboles), Lacar (20 arboles) y
Bahia Azul (25 arboles).

Parte de la semilla se utiliz6 en los analisis de laboratorio, parte se sembr6 y parte se
guardo en freezer a -20 °C como banco seminal. Las plantas obtenidas se instalaron en
ensayos de progenies y procedencias, lo cual también representa un banco genético y
posibilita estudios a futuro. Se cuenta con un total de cuatro ensayos, dos ubicados dentro
del area natural de distribucion del Rauli (Pucara, Yuco Alto) y dos por fuera de esta
distribucion, en el Campo Forestal del INTA en Trevelin y en propiedad privada proxima al
Lago Meliquina.

Los Cuadros 1 y 2 muestran la cantidad de semilla almacenada en freezer.



Cuadro 1 - Cantidad de semillas de poblaciones de Rauli almacenada en freezer

Poblacion Cantidad de semillas (g)
4 809
5 593
6 1652
16 1605
20 1029
21 1385
23 2360
24 951
26 685
27 1401
28 884
29 273
30 64
TOTAL 13.691

Cuadro 2 - Cantidad de semillas de individuos de Rauli pertenecientes a dos
poblaciones almacenada en freezer

Individuo Cantidad
T3 53
T8 14
T12 22
T13 14
T14 21
T16 68
T17 18
T18 40
T19 26
T21 45
T22 16
T26 31
T29 61
BA1 11
BA2 16
BA4 15
BA5 62
BAG6 54
BA7 68
BAS 38
BA9 64
BA10 20
BAl1l1l 61
BA12 22
BA13 23
BA14 68
BA15 19
BA16 69
BA17 29
BA18 73
BA19 33
BA20 34
BA21 46
BA22 27
BA23 34
BA24 6

TOTAL 1.354
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ROBLE

Se llevaron a cabo 3 cosechas sucesivas (afios 2000, 2001, 2002) a lo largo de la
duracion del Proyecto en las 14 poblaciones de Nothofagus obliqua Roble Pellin, de
distribucién en Argentina. La metodologia consistié en la colocacién de redes a 1,5 m del
suelo antes de la caida de los frutos (meses enero - febrero). Se colocaron 10 redes por
poblacién, y estimando un aporte por red de 5-6 arboles, se infiere que 50-60 arboles
contribuyen en la produccion por rodal. Los datos de cantidad de semilla en gramos por
poblacion, correspondientes a los afios de cosecha 2000, 2001 y 2002 se presentan en el
Cuadro 3.
Cuadro 3 - Registro de semilla  Nothofagus obliqua almacenada

Poblacion Semilla (g)

Bandurrias 1 2,00
Yuco 2 4618,81
Nonthué 3 688,86
Hua Hum 4 1595,78
Pio Protto 5 1287,46
Quillén 6 - Casa Guardaparque 248,93
Quillén 7 - Corral de Bueyes 61,17
Quillén 8 - Fonndo del Lago 58,15
Norquinco 9 - Pulmari 246,82
Norquinco 10 - Oeste Secc. 199,56
Norquinco 11 - Chumpiru 91,91
Pilolil 12 1645,23
Las Lagunas 13 16
Quila Quina 14 97,46
TOTAL 10.858,14

El Banco de Semillas también incluye semilla de medio hermanos (semifratrias) de 38
arboles madre, pertenecientes a las poblaciones Quila Quina (cuenca Lago Lacar) y Pilolil
(cuenca Rio Aluminé). Parte de esta semilla fue utilizada en el analisis de control genético
donde se confirmé el modo de herencia de los loci isoenzimaticos hallados y la relacion
inequivoca entre fenotipo y genotipo. La semilla correspondiente tanto a poblaciones
como a familias de medio hermanos se conserva en camara de frio (4°C), limpia y en
envases plasticos para su utilizaciéon en el futuro. Como parte de la estrategia y politica de
trabajo de la Unidad de Genética Forestal de EEA, INTA Bariloche, se cuenta en vivero
con dos ensayos de Progenie: Las Lagunas de Epulafquen, con 25 familias representadas
y Quila Quina con 12 familias (tamafio de parcela: 20 individuos). Ambos ensayos se
localizan en las instalaciones del vivero de la EEA, en cantero, dispuestos con un disefio
de bloques al azar, que sera mantenido cuando sean llevados a campo.
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DESARROLLO DE NUEVAS TECNOLOGIAS

En INTA Bariloche durante los meses de abril y mayo de 2003 se llevd a cabo un
intercambio cientifico en el marco del Convenio INRA - INTA, en el Laboratoire de
Génétique et Amélioration des Arbres Forestiers, Cestas, INRA. El objetivo de la estadia
consistié en la identificacion de SSRs polimoérficos en Nothofagus a partir de un nueva
bateria de primers desarrollado para el género y primers desarrollados para Quercus,
género emparentado. Se probaron 16 nuevos primers desarrollados para el género y 12
desarrollados para Quercus robur roble europeo por el Dr. Caron (sin publicar) y 6
desarrollados para Quercus robur (Kampfer et al., 1998) y Quercus petraea (Steinkellner
et al., 1997) con técnica de gel de acrilamida con tincion con nitrato de plata; 16 SSRs
marcados desarrollados para Quercus rubra Roble americano (Aldrich et al., 2002) fueron
analizados en secuenciador automatico (DNA Sequencer, Model 4000). De los 50 SSRs
probados, 8 resultaron polimorficos y se caracterizaron a través de los parametros numero
de alelos y hereocigosis observada. Se realizé el control genético de 5 de los primers,
confirmando de esta manera su modo de herencia codominante.

Investigacion adicional o complementaria

= Los microsatélites son marcadores de gran utilidad para estudios de paternidad y flujo
génico, debido a sus caracteristicas de hipervariables y codominantes. De esta
manera, posibilitaran el estudio de flujo génico en las poblaciones argentinas de
Nothofagus obliqua y Nothofagus nervosa necesario para entender la estructura
genética hallada a nivel de cuenca en este Proyecto, y que fue uno de los estimulos
para la concrecion del trabajo en Francia. Asimismo, posibilitaran la continuacion de
los estudios de hibridacién interespecifica Roble - Rauli y su modelizacion, que se
estan llevando a cabo en nuestra Unidad de Genética Forestal del INTA EEA
Bariloche.

» Seria muy importante ampliar el muestreo de las poblaciones chilenas para completar
el andlisis de la variacion genética en cpDNA.

* En INIA Quilamapu, se utiliz6 la técnica de PCR-RFLP en forma adicional para la
determinacion de hibridos y la direcciéon de introgresién. Seria importante continuar
con el uso de esta técnica ampliandola hacia el uso partidores de mitocondria y
aumentando el nimero de enzimas de restriccion (ver informe N°3).

En INIA Quilamapu, se estandarizé el uso de SSR en algunos materiales de roble y rauli
chilenos. Con esta tecnologia se estudié la transferibilidad y estabilidad de amplificacion
de 6 partidores de Quercus. Los resultados preliminares indicaron la posibilidad de usar
algunos de estos partidores en estudios de variabilidad genética de Nothofagus (Ver
informe N°3).

| | | |
Figura 1. Amplificacion de SSR provenientes de Quercus en
- roble (@) y rauli @).
. 3 \
o i Estandar de
- 100 bp
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IMPACTOS ESPERADOS
« Manejo silvicola

Actualmente, y a partir del presente trabajo se cuenta con las primeras herramientas
necesarias para llevar a cabo un Programa de Conservacion y Manejo de los bosques de
Nothofagus obliqua 'y Nothofagus nervosa de Argentina y Chile, segun criterios genéticos.
Los conocimientos generados constituyen la base sobre la cual formular prescripciones de
indole silvicola y de conservacidn, tan necesarias para la region. Por otro lado, también se
cuenta ahora con elementos béasicos sobre la influencia que podria tener el manejo
silvicola en la dinamica poblacional. ElI caso concreto de la hibridacion entre ambas
especies es un punto muy importante a tener en cuenta al momento de manejar un
bosque mixto. La alteracion en la proporcion de ambas especies favorece la hibridacion,
lo cual llevaria a una disminucion en la capacidad reproductiva y de supervivencia de la
poblacion. Asimismo, la diferenciacién entre poblaciones ubicadas dentro de una misma
cuenca lacustre sugiere un flujo génico no muy extensivo que también debe ser tenido en
cuenta al momento de disefar un plan de manejo.

* Conservacion de los Recursos Genéticos Forestales

Cambio de estatus dentro de una zona del Parque Nacional Lanin

La zona del Lago Lacar (Zona de Reserva de Rauli y Roble Pellin), Argentina, se
encuentra actualmente bajo manejo silvicola. La gran diversidad y diferenciacion
genéticas con la presencia de alelos raros y exclusivos en la poblacion Hua Hum, al Oeste
de la cabecera del Lago Lacar llevaron a presentar un pedido de cambio de estatus de
esta region ante la Administracién de Parques Nacionales. Dicho pedido se encuentra
actualmente en gestion en dicha institucidbn suspendiéndose de hecho hasta la
correspondiente resolucion toda intervencion silvicola en el &rea mencionada.

* Fortalecimiento de las relaciones interinstitucionales

En Argentina, el presente proyecto permitid fortalecer las relaciones inter-institucionales
entre el INTA y la APN (Administracién de Parques Nacionales), dado que se trabajé en
conjunto con el Departamento de Silvicultura de dicha institucion para la seleccion de las
poblaciones y las tareas de recoleccion de semillas. En estas Ultimas tareas vale la pena
destacar el trabajo realizado por el Cuerpo de Guardaparques de los Parques Nacionales
Lanin y Nahuel Huapi.

En Chile, el proyecto fue un excelente mecanismo para lograr un mayor acercamiento con
la empresa privada y con instituciones del sector publico forestal como son CONAF,
INFOR vy Universitario (CEFOR). En este contexto el trabajo realizado con INTA, Bariloche
fue también muy productivo.

» Valorizacion del recurso forestal nativo

Se logr6 una mayor valorizacién del recurso genético forestal nativo por parte de
productores privados quienes se interesaron en la plantacién de Rauli y Roble Pellin en
sus propiedades.

En Chile, producto del acercamiento producido entre la empresa publica y privada se
iniciara en corto plazo una serie de reuniones tendientes a planificar y priorizar actividades
destinadas a continuar con la evaluacion de estos recursos para Su conservacion,
mejoramiento genético y aprovechamiento productivo.
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* Regulacién de la cosecha de semilla.

La instalacion de rodales semilleros para ambas especies, Unicos para especies nativas
de la region, permite una regularizacion en la cosecha de semilla y la identificacion de la
procedencia de las plantaciones realizadas con ella.

» Desarrollo de nuevas tecnologias para futuras lineas de investigacion

La ausencia de clusters definidos de poblaciones localizadas en una misma cuenca
podria ser el resultado de un flujo génico no tan extensivo como se esperaba en base a la
ubicacién de las cuencas y direccion de los vientos predominantes en la region (oeste-
este). Este resultado abre una nueva linea de investigacién orientada a la busqueda de
las causas de un flujo génico de menor extension en la region bajo estudio. Este fue uno
de los motivos que nos impulsé a llevar adelante el trabajo en INRA, Francia de desarrollo
y caracterizacibn de marcadores SSRs (simple sequence repeats) para el género
Nothofagus. Las caracteristicas de hipervariables y codominantes revisten a los SSRs de
gran utilidad en lo que respecta a estudios de flujo génico y paternidad. Esta seria una
nueva linea de investigacion que se abre, a nuestro entender, a partir del desarrollo del
presente trabajo. También se incursion6 en la aplicacion de otros marcadores
hipervariables, los ISSR, cuya aplicacion abre también numerosas lineas de trabajo.

* Teoria evolutiva

Se reafirmo la teoria evolutiva postglacial de ambas especies, con la confirmacién de la
existencia de refugios glaciarios multiples. Los resultados de ADN de cloroplasto e
isoenzimas en ambas especies sugieren la permanencia de las mismas en refugios tanto
costeros como en el sector andino. M&s aun, la mayor diversidad genética observada
hacia el este, en Argentina, apoyan fuertemente la hipotesis de refugios en dicha region.
Esta conclusion se refuerza también con la presencia de alelos exclusivos en la poblacion
en la cabecera este de la cuenca del Lago Quillén. ElI fundamento teérico de esta
conclusion reside en que una mayor distancia de colonizacion a partir del refugio se
relaciona con una mayor probabilidad de pérdida de tipos genéticos (Comps et al., 2001).
Los resultados en lo que respecta a la historia evolutiva de la especie significan no sélo un
aporte al conocimiento basico, sino que esta informacién en conjunto con la obtenida a
partir de los estudios isoenzimaticos servira de herramienta para la formulacion de
prescripciones silvicolas y de conservacion.

Se generaron conocimientos tendientes a completar el modelo de hibridacién entre las
dos especies que fuera desarrollado por Gallo (2002). Este conocimiento es de
fundamental importancia dado el rol central de la hibridacion en procesos de especiacion.

« Formaciéon de Recursos Humanos

El proyecto contribuy6 a la finalizacion de una tesis doctoral iniciada previamente y al
inicio de dos tesis doctorales que se encuentran en desarrollo.
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ACTIVIDADES DE COORDINACION Y DIFUSION

Reunién de Coordinacién del proyecto
INIA Quilamapu. Chillan, Chile e INTA Bariloche

Durante el mes junio del 2000 y mayo del 2002 se realizaron dos reuniones de
Coordinacion del proyecto en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro
Regional (CRI) Quilamapu, ubicado en la ciudad de Chillan, Chile y en el INTA Bariloche,
Argentina.

Los objetivos de estas reuniones fueron:

a) Reunir a todos los investigadores y profesionales participantes del proyecto para
discutir los avances y fijar las estrategias de desarrollo futuro;

b) Conocer las actividades de investigacibn que estan realizando los investigadores
participantes en Nothofagus y las politicas de conservacion y/o manejo de bosque
nativo que propician sus instituciones.

Principales resultados de la reunion de coordinacion
A. Generales

Los resultados de la reunién fueron muy buenos ya que permitié conocer:

1. Lainvestigacion que esta realizando el INTA e INIA en estas especies de Nothofagus

2. Conocer los resultados de los proyectos de mejoramiento genético que ha estado
desarrollando el Instituto Forestal y el INTA, y algunas experiencias preliminares en la
produccién de plantas de roble y rauli

3. Conocer la politica de conservacién de recursos forestales que esta proponiendo la
Corporacion Nacional Forestal (CONAF) para Chile.

B. Relacionados directamente con el proyecto

1. Discutir los avances realizados en la colecta de roble y rauli en Chile y Argentina

2. Revisar el avance actual y el desarrollo futuro de la Carta Gantt del proyecto

3. Acordar futuros compromisos de intercambio de metodologias, informacién técnica y
material genético

4. Intercambiar ideas sobre futuros proyectos relacionados con esta materia

+ Publicaciones enviadas a revistas cientificas

MARCHELLI, P; GALLO, L A. The role of glaciation, fragmentation and hybridization in
shaping the distribution of the genetic variation in a Patagonian southern beech.
Enviado a Journal of Biogeography.

« Publicaciones de caracter cientifico en preparacion

MARCHELLI, P; GALLO, L A. Multiple ice-age refugia in a southern beech of South
America as evidenced by chloroplast DNA markers.

AZPILICUETA, M.M; GALLO, L A. Genetic variation within and between populations of
southern beech Nothofagus obliqua in Argentina.
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Presentaciones a Congresos

CREGO, M. P.; GALLO, L.A., 2002. Local dynamic of interspecific hybridization
between two southern beeches (Nothofagus spp.). In: Abstracts of Dygen Conference
"Dynamics and Conservation of Genetic Diversity in Forest Ecosystems", December 2-
5, Strasbourg, France, page 108.

MARCHELLI, P.; AZPILICUETA, M.M.; GALLO, L., 2002. Joint analysis of post-glacial
migration in two southern beeches (Nothofagus spp.). In: Abstracts of Dygen
Conference "Dynamics and Conservation of Genetic Diversity in Forest Ecosystems”,
December 2-5, Strasbourg, France, page 157.

MARCHELLI, P.; GALLO, L.A., 2002. Patrones de diferentes niveles de variacion
genética en poblaciones naturales de Rauli (Nothofagus nervosa). En: Actas XXXI
Congreso Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de septiembre, pag. 136.

AZPILICUETA, M.M.; GALLO, L.A., 2002. Variacion genética alozimica como
herramienta de diagndstico para la conservacion e interpretacion evolutiva de los
bosques de Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. en Argentina. En: Actas XXXI Congreso
Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de septiembre, pag. 135.

CREGO, M.P.; GALLO, L. A., 2002. Variacion temporal en la hibridacion natural entre
Nothofagus nervosa Rauli (Phil.) Dim. et. Mil. y Nothofagus obliqua, Roble Pellin
(Mirb.) Qerst. En: Actas XXXI Congreso Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de
septiembre, pag. 136.

MARCHELLI, P.; GALLO, L.A., 2001. Variacion temporal en el sistema de
apareamiento de Nothofagus nervosa. En: Actas XXX Congreso Argentino de
Genética, IV Jornadas Argentino Uruguayas de Genética, Mar del Plata, 16-19 de
septiembre, pag. 146.

AZPILICUETA, M.M.; GALLO, L.A., 2001. Andlisis de la variaciébn genética en
Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. a través de marcadores génicos isoenzimaticos. En:
Actas XXX Congreso Argentino de Genética, IV Jornadas Argentino Uruguayas de
Genética, Mar del Plata, 16-19 de septiembre, pag. 147.

Participaciones en libros de caréacter técnico

Donoso, C., Gallo, L.A., Azpilicueta, M.M. y otros: Variacién genética en Roble Pellin.
Libro sobre variacién genética de especies forestales nativas. Donoso, Ipinza, Gallo,
Premoli, Eds. (En prensa).

Donoso, C. , Gallo, L.A., Marchelli, P y otros: Variacion genética en Rauli. Libro sobre
variacion genética de especies forestales nativas. Donoso, Ipinza, Gallo, Premoli,
Eds. (En prensa).

Paredes, M.; Becerra, V.; Gallo, L.; Moreno, G. 2000. Aplicaciones potenciales de la
biotecnologia al estudio de Nothofagus spp. En: R. Ipinza, B. Gutiérrez, V. Emhart
(eds). Domesticacion y mejora genética de roble y rauli. Universidad Austral/Instituto
Forestal. pp. 419-434.
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» Informes de solicitud de areas protegidas

Informe Poblacion Pilolil, Nothofagus obliqua elevado a la Camara Legislativa de la
Provincia del Neuquén, 15 abril de 2002.

Elevacion de informe de solicitud de cambio de estatus de proteccion del area Hua
Hum-Boquete, entre las cabeceras Oeste de los lagos Lacar y Lolog en funcién a los
datos de diversidad genética obtenidos en el proyecto. Elevado el 6 de diciembre del
2002 con el N° 2518. Gestion en tramite.

* Asistencia a seminarios, simposium

Conservacion de diversidad genética de los recursos forestales nativos: clave para el
desarrollo sustentable.

Simposio Internacional Desarrollando el Eucalipto del Futuro organizado por la
International Union of Forestry Research Organization (IUFRO), Valdivia, Chile.
Seminario Investigacion y desarrollo en Biotecnologia silvoagropecuaria: situacion
actual chilena. CONICYT-CORFO-FIA-MINECON, Santiago, Chile.

» Visita experto internacional a Chillan

Debido a la importancia del tema de propagacion de plantas se invitd a un experto
internacional en el tema para que nos asesorara en el desarrollo de las técnicas
actuales y futuras en este tema. el experto internacional Dr. Dagoberto Castro visitd
nuestro pais, profesor de la Universidad Catdlica de Oriente, Rio Negro (Antioquia),
Colombia realiz6 en nuestro pais varias actividades: a) asesoramiento en el
laboratorio de biotecnologia del CRI Quilamapu (INIA) en técnicas de propagacion de
plantas de especies nativas; b) conferencia sobre sistemas de propagacion de plantas
a una audiencia de 80 profesionales, técnicos y estudiantes forestales en la ciudad de
Concepcion, Chile; y c) visita a laboratorio de propagacion de plantas a Forestal
Mininco S.A.

Difusion del proyecto a autoridades y profesionales.

Durante el afio se recibi6 un nimero importante de visitas: autoridades nacionales y
profesionales nacionales y extranjeros al Laboratorio de Biotechologia, a quienes se les
dio a conocer los objetivos y avance del proyecto.

Seminario Final del proyecto

El 25 de junio se realizé el Seminario final del proyecto en el INIA Quilamapu. A este
seminario asistieron autoridades regionales y locales y 80 profesionales técnicos del
sector publico y privado. En el seminario se presentaron en la mafiana: aspectos
relacionados con el proyecto como son la importancia econémica de las especies,
situacion silvicola de ellas, vision de la empresa privada y su vision hacia este recurso,
conservaciéon y mejoramiento genetico de estas especie. En la tarde, se presentaron los
aspectos mas relevantes del proyecto como la colecta, y plantacibn de ensayos de
progenie, estudios de variabilidad isoenzimatico y molecular en las dos especies y un
trabajo sobre introgresion entre roble y rauli. Se termind esta actividad con un resumen y
discusion de los aspectos mas relevantes y algunas ideas de trabajo hacia el futuro.
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Alsstrace

Aim The present stedy amms 10 Gad ou (e restivi unporiance of wincingiom,
fragmentation and hybridization in shaping the ditriburion patterns of the genetic
variation in Mathfagus neevare (Phil) Dim ‘et Mil Topoaraphie diversity of southem
Andes could have pronvaded a wide ranige of wricralaliats Favourable o wosly fnsa
during ulacial period If secodonizmion rook plice fiom mumerous reflgiz, e e
distribution of the wenetic variation should be associated wirh soch refugia und ihe
fuflowed migratory paths. On the other hand, the current distribution tatge of N
rerivse is fragmented-along the vulicys of fake watershieds within which smong winds
I weesl-tasl divectign  oecurs  throughost pollmation and seed fall seasonn 16
witidirectional geng flow s eitenalve, then homogenization of the penesic vamntion
Apmong populstions within each watershed showld be expected with & latitudinal {rend in
e distribution of the yenetic vartion. Finally, nururnl hybridization oceurs betwesn M.
mervesc and Mot ofliga (Mirk § Ocrst If hyboidizanion 15 extensive. an imersase
o the genetic diversity due to introgression is expected in the sympatric dreas

Locathon The study was carned out in maeth-western Matagonin, Argenting  Twenty
pupulathons covering the entire distribution range of ¥ wrvosa. in Argentina were
unilysed For gomparison purposes, three pepulations from Chile were also inchided
Methods Exght isozymie gene markers previously determined were scored in al beast |00
setds per populasion. Two of these markers present pecies-specific nlleles that allow
the |dentification of hybrid seeds Dhversity and differentiation parsmelers wesp
calculated and analysed considering the proposed hypatheses Cluster erialyyis and
carmelation between genetic and peographic distances were done

Results Levels of genetic varianon were relatively high' given the small distriburien

range of the species tn Argenting (4; = 338 v = | 20 4. = 16%:; H, = 1% =4 7%
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(Fre=5.2%)) Genetic snd geagraphie distancos were not carrelated and cluster analysis
did not revesl any associntion of populations gnd watersheds Boreover, iitrn-witlershesd
differences among populations were observed. Hotspots of diversity with rare and
private alleles were observed among western populations Furthermore, hvbrid seeds
werg found almost exclusively dmong essern popalations

Main conclusions A longirsding] wend |n Ilhe distribution pattérn of the genetic
vatiation was evident. with presence of rare and private plleles o the west and
hybridization to the east. The high level of diversity (o the west could be related with
location of wacial refugsa. Even mare, given the unidireetsons] winds {wost 1o enst |, {he
higher diversity to the west also reflects low levels of gene flaw. Then glaoiations and

hybridization could be though as the main faciors shapary the distribution of The generic

variation i A servaso

Keywords glaclal history, evelutionary processes. alloeymes, gene flow, geographic
vArintisn, Mothofagus ey, Fagncese
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Intronductiion

The distrbution pattern of the genetic varmtian: i lonz-lived species 54
combination of both, historical and éwsrrent processes The drnsthe reduation of Forests
lunds i seuthern South America during Quarermary ages ought to glackal advances
could be comsidered as the major catnsirophic event suffered by native specien Maors
recently, Fragmentation of natural habitats due 1o man netivitkes and climatic change is
also altering the level and disiribution of genetic variation Merthofermes pervose (1l
tim oot Ml (= N ogrig) (Lennan o al . 1987) is an imipartand comporenl of
Southamenican Methedogws that 15 under conservation and manngement in Argeatina In
wddition 1o the effect of wiacistions during the Pleistocene, other Factors coubd be
shinpng the distribution of is genetic varistion, namely fragmentaiion of ity distrbution
range and hybeideention with smather Avahofinin species (Noafafagiey oddupnr (Mich |
Cherst. )

Nestaifergies ervong s smal| distrlugion rate In Argentina (from 1% 25 §
1o 407 35" 5) restricted 10 the valleys of the lakes of giacial arrgin which run transversal
to the Ardes in o west-enst direction During the Pleissocdne the surreat distribution
fange wos covered by glacial However, east of the Andes, the glaeiers 100k the Grm of
huige lobes: descending from the mountaing znd mainly following the valleys of the
modern lakes (Flint & Fidalgo, 1964) Moreover, it was susuesicd that the topographic
diversity of the rewion could have provided & wide range of migrofhabisls fvaurble o
woody tixa (Markgraf @ 8 1995} |nthis congern. the possibility of mumenous refigia
For southern south Amarican species was sgeested i severdl. palynological (e g
Markgraf ot ob., 1995, Villagran el a1, 1995, Heusser eq al, P06, Binnchi, 199997 gl
genetic studics (Marchell o1 al | 1995, Allnun el al | 19499, Premoli ef ol , 2000: Premali

et al | 2002, Pastoring & Gallp, 2007 Bekessy et al. 2002} The re-colomgation of pre.
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glaciated wreas from different refugsn might have wiven rise to g geawraphie destribiegion
of the wenetic variation refatesd with the Ioncation of such ice-age refugin apd the
subsequent migratory paths A reduction of the genelic diversity nssociated with fonges
migration diktances is expected due 1o the efect of repeated founder events {Hwin,
2000, The refugin] populations usually harbour higher allelie richness specially
reflected by low-froquency varnnts which ure more sensitive ta be lo durng migration
(Cwynar & MacDonald, 1987, Konnest & Beremiann, 1995, Leonnrde & Mennzz, 1995,
Ledig, 2000: Comps et ol , 2001} Aceording to this, our firs hypsthesis (s that the
distribution of the genetic variation would show no sysietatic pattern but one relaied
with the migratory paths, with higher genetic diversity in the viemity of the masi
pisadibe ulocial refuata

CGeographic range las been described a5 one of the main factors influencing
digiribution snd I:qulu ol genetic vanation m plant species (Hamrick ¢ al. 19933
However, the yopography of the envirorment and the desree of fragmentation aftan play
4 more importast mle Mountain Tindscapes wsuplly provdde & wide estent of
microbabitnts where altitude deiermines niche separation Moreover, in tlis kind of
enviranmient barriers 0 extensive gene flow can incr-ase genetic differentiation BTy
ncighbouring populations. The geograghic range of Mol e is Troarmened
nlony the valleys of the different lake watershed of giacinl origin Within ifese vallevs
(transversal wo the Andes Moontaine) srong winds in o wess-énwl direction prevail both
during pallinatien and seed fall seasons (70 % and 58 % of total winds respectively)
Thus, 1 hypothesis of unidirectional gene fow smong pogulations from each watershed
could be proposed, with populations from the west seting as gene Mow “sinks”  An
extensive yene flow would produce o homogenisation of the Renetic varintion within

watersheds. Althiough this was oot revenled in & previous study, where bigh inrra-
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- watershed différentiation was observed among the extreme popiilatiens (Marchelll &
Gallo, 20011, the anulysis of more populsriom locaiod i beiwesn okl sl i
tendency in this feature. Since the waiersheds are separated in.g Intiudinal orientation, i
could be propoded & second hypothesis that, if gene flow |5 extenshve, then 1 averall
differentiation amang watersheds in & Intitudinal trend sl be expecied

Matural hybridiation between N mervvg gnd ¥ ebhiliepuns was desoribed upon
marphological evidence (Donoso e ol 1990, Galla, 1995 and lelely confirmed

threagh species-specific gene markers (Gallo & al, 1997; Galla et al,, 2000), Both

Specied coexists mosome of the walersheds, and foert mived forest in (he fonstiog af

thest ultitudinal distributions  Symparric arens include both Licsr s il lin
walersheds. Especially in the former, mixed 1 | forests oceur at an altide of 800 m sk,
with predominance of mervon at higher sititudes and obfigme 8t lowes gnes In other
wtershed (Lolog lnke watershed) N, obligu and intecmedials individusls belween both
specien were found scattered among pure N mervover fopests in Bahia del Melan, an the
southern shore of the lake. The increase of intraspesific genetic divessiry 15 one af the
evolulionary consequences that hvbridization may have |{Anderson, 19498, Siebbins,
19391 Moreover, imrogression of N edfigur into the uune pool ol & sreemur was
repodted (Gallo et 1997, Gallo, 2002} Thus, if hybndization i@ extensive 4 hizher
degres nt’jlmntin diveranly due 1o {he presence of “ubfigie alleles™ iy the EyTvpnLTIC
nrens ahould be expocted

The present swdy aime to find oo the relative importance of the phove
mentioned processes in determining the distribution pattems of the gEnelic varislion m
N vy In summary; we will evaliaie the “ulacmtion”, “fracdensution”  and
“hybrdizaton™ hypotheses presenied above, 1F glsciation was the main weling force

then we expect genetic varintion 1o be associated with number ond focation of passible
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refugia. On the ather hand, i fragmentation i pinying the main role and gene Aow is
extensive, o ltitudinud trend wiih differences amang watersheds is forsuwsen Finally, if
Biybrictization is the most imporiant facior & bigher diversity in the spmpalric arcos wail|

probably arise.

Muaterials amd Metlods
F¥learar mithervond corwd Aempvnd proprmolens oy

Bulk seed collection was dene by putting nets below the canopy af sbout 15 m
above the ground bietween 1999 and 1997 1n Twenty popylatons thioughoat the exine
range of Mutifags serveva in Argenting { Table 1} Mets were distributed nlong ench
popuilaticn {2-3 han. each) in order to capture seeds from af lenst Farty seel-producer
trees. Between two to six popufations from each of i different wilersheds were
collected {(except from the southern mog watershed where seeds from an isolsted
peispalation wers collected]. Populsiigns were designed with o letter Indicutin the
warershed 10 which they belonyg 10 and & mumber within watershed  The peripdie séed-
production observed in this species suggests that & better represenntion of all gEnoLy pes
matst b mpma& in‘mast years {Marcheili & Gallo, 1999). So 2 mimimum of 100 seeds
from the coresponding more sbundant seed-production-year were andlysed |n each
population: populstons BN, GI, G2 and G3 (¥ear 19951 populations L2, L3, L4, LA
{¥ear 1990}, populations HI, HZ, L1, Le, €1, 02, CLOLCETILTET) (veds 19UT)

Three popilations frem Chile were ingluded n the nnnbyses This member 15 mo)
representative of the species i Chile and was included only for comparison purposes
The three populitions {Table 1) cover the distribution range and wers collected |6 the
frame of the Project FONDEF D9671052 (Universidad Ausrral de Chile Tisniouin

Forestal) Ome huadred yeeds coming (rom 10 individusl trees Were andlysed,
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Sesds were kopt at 4°C unnl elecrrophoresis analysss

CRez e iyl ey

Genetie  variatin was  investigated through isozyme gens markers  The
vegelative exitaction bufler | from Chelink & Pited (1984) was emploved to exirnm
prodeing From embryo fissee Eight polymarphic wwreyme loci previously desermingd
(AT, M- Tl Aullel, G, Cinsisl € hed ™ aicl =ity were seored n emibryo
hissue under the same  elecirophoresis conditions, bulfes syslems  and  enzvine
devignation desoribed in Marchelli & Gallo C2000) Two of the analysed oo (Aall-d
and Mgi-H) hive species-specific alleles thar aliow the detection of hybrids betwesn

Nehefergmes meevena ned N astfrgues (Gl @4 al | 1997, Marchelli & Calin, 2000

Muoctsurement of gemetie variotion

A loous was considered polymarphic when more than eme varing was olwensd,
whatever s frequency (Bery & Hamsick, 1997}, Since the determination of gene
markers requests the presence of phencayple varinms, the gight analvsed loci are
palymorphic at the specics level, although not alwitys at the population level So in esch
populition proportion of pelymorphic Joci (P) was caloulnted. Within populaton
genetic variation wis estimated by the mean nmber of illeles per focus (4, ). the genic
diversity () {ie elfective mumber of atleles, Gregoriaim, 1978 and the obierved armf
expected heteroayaosities (F, and H, respectively, hei. 1973) Differences in allale
frequencies among populations wers statistically tesied by means of Chi-squared
goodness of fit vest (o = 0.03) Genetic distances befween popalitions were estimaled
using Gregorns {1974) genetic distance. The amount of penetiv differentiation for o

grven population (1), measured g the distance ol each populatson fom its complement
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(remmining paoked population) and the imean level of diffecemiathon nmang populations
{51, were esimated for each locus and the gene pool acoording to Gregories & Roberds
{1984}, For comparison purposes, For enloes (Wright, 1978) were also celoulieed A
dendrogram was consructed sccording io the UPGMA metlsod using the SA% statshe
proptam [SAS, 19851990} The differen genotic paramelers were cakcilated ing
GEED (Genebio Struciunes Trom Ehumphnru;‘ Craia, Gillet, 1994) and POPGEME (Ysh
& Hoyle, 1997), DiYerences wmong palr-wise distances were fested kit DA NT
{Cenetic Dala Analysis and Numerical Teas, B Degen. unpublished} {@ = 0,051 with
SO0 permuntations:

Correlation between geagraphic and genetic distances was aitalysed by o Manel
test (Margl, 1967) ush{g GEMEPOR (Roymond & Rousset, 1995)

The ﬂ-au-lhqtiun patiern of the genetic sanntion was analysed both alang 1he
entire geographic range of the species In Argenting ad a1 the watershed seafe 1n the

lutter caze varistion among popalatioas within watershed was estimated

Resulis
Loy of geenic variaiion

Five of the analysed oot were polymorphic in all populatieny {Adath-B, fifd,
Gor-d, G-l and Goi) Proportion of polymorphie leci range etwesn 63 5% and
100%%, all loci being polymorphic in those populations wers hybrids aceurred [Table 1)
Rare allefes (p = 0.05) were detected in most of the Joci in severn! populziions Besades,
private alleles weve observed in some populations: CiorC-3 in population E1 {p=0 079},
Ciot-B-5 tn population C8 (p=0 005}, Gol-5-6 in populntion LS {p=0 103} and §ev-i 4
also in pupulation LS {p=0 108} Apart from the spocies-specific alleies in 4u%-4 and

Far-8, other plleles apparently coming froem ¥ eehlairwe vere foungd in AT Al
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wiidl Croi-A. Mean number-of alleles per koo (4, 3 range betwen 175 and 2. 75 among
the populations and the species mean way 1 38 Geme diversty (O wag 129 jor (he
species, ranging between |13 and | 32 among popalations [Table 1), indscugimg the
exisience of minor polymorphism in most cases, with one common allele and ane o
mare alleles in low frequency

Mean abserved hetersaygosity among the cight oot was 16% althousth Ths value
was highly variable being Mulls and Gor-4 the most polymorphic anes, Gena ol
heterasygosity wis also varable nmong populations, even between those befonging to
the: sarme watershed {Table 1) Except for the more palymarphic loci {Mub-H and { fr-d)
in some populations, expecied heteroevmasny (M) valoes were o saymiicamly
different flom the observed anes, indicating Hardy-Weinberg sinstire. Mean expeciod
heterozygosity was 18%.

Allele frequancies were sigmficantly different among populations for ol
amlysed loci (=0 05) Genetic distanoes ranged between 0017 and © 152, being
most cases significantly diiTeren, even among geagraphically neighbour populstions
{Table 2) '

Genetic differentistion of ench population from its complement {remainry
popudations) (12) for the geae poal ranged berween 2 % and 8 1%, being populstions
H2, L5, G3 and T3 the most differentiated ones (Fiy 1] The mean level of genene
thflerentiation (&) among the 20 populations was 4 T4 (f = § 2950,

The three Chilean populations included in the oniafysis showed |00% of
pelymorphic locl, but mean number of alleles per locus for he species was lower than
among Argentitesn populations (4, = 2.38) Genic diversity was simular (v= 1 24) and
meisi obsorved and expecied heterozygosity lower (han in Argenting (A= 14 S5 oand

F=15%) Allebe froquencies were significantly different {a = 005} in only four of the
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eight analyusd loeh (Ml Ll G and R Pair-wise genetic distanoes were
significantly differem (Table 2) and the mean level of genetse dilTsrentintion (&) wia
5% (Fir = 0.4%), being the coastal population the mare dilferemtinted ane =Ty
Creeyzrapdiie diviribution of the geueile veriating

Clugrer anslysia showed no  geographic sssociation ameng  populalions,
clustening tagether bath peighbour populatons T2, W37 and 2 and very distam ones
feg N° 1 and 21) (Fig 2) Moreover, Mantel test did not reveal ANy EBCRIE 0
botween geographic and genetic distances (P = 0 05)

Intra-wamershed differences amony populations were chserved. Heterogeneity in
aliete Fequencies (o = 005} were observed m thres logi within Hermosa and Tromen
Lake watersheds, in six loci within Lolog and Hueshilafguen Lake watersheds and in
all bl in Licar Lake watershed. Similarly, genetic distances were significantiy
differem and genetic differentintion among populations was Tigh. I three of the five
watersheds mean genetic diferentintion (8 was even higher than sassig the 20
populations (Table 3}

Analysing the peographic location of private and rare allebes, 3 distnbution
patiem seems evident These alicfes were : moly  ohserved among (he western
populations, highlighting as hot spots: populations LS, G3 and O35 (Tabie | Fig 3)
Papulations L2 and LI also had o high mesn number of allches per locus, but this was
relsted 1o the hybridization with Noshafmms obfigeg (se below] Two private alfeles
were found in & relatrvely high Fequency (Gut-B6=0103 and Gord-4=0 108} |n
populnticn LS. These alicles were anly phserved apsin in one seed from pogulation L4
(distane 16 kim in the winz directicn} in & year of low seed prodestion {(Marchelli &

Galle, unpublisked datz). Rare allebes were wsunlly detectod i vy fow frequency (p <
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Q01 Howaver, Midh-f-2 was an exception remching frequencies of 3 0 two
populaticns (L& and C5) bocated 10 the western side of the distributian range

Hybrid seeds were observed smong. populitions of Licar and Lolog Lake
watersheds, and 1o & lesser extent in Fromen-Ouillén watershed  Among Licar |ake
popailations, the hghest proportion of hybrid secds were Toumd in (he ehsier mis
population (L2} and in the one situnted ot the kowess altitude (L3, in the ares doniinated
by N obligua). Besides, o high propetion of hybiids for the enzyme loch Auth wias
observed in population G, i the sasers shore of Loloy Lake watershed (Table |, Fiy
3)

Hybridization was also detested in the three Chilean populations, being higher in
Malinicahuelio  {Andes-Nonh) and Nabuelbutn (Coas) (Table 1)  Instead. the
oocurrensce of mane and private alleles was ondy evidenced In Neltume { Ancles-South)

[ Tabhe 1} were an exchusive allele in Cioed was gl OvbsiEr e

IhiscusEian
Eistrtbatton panierns of the gouerte variadion

The digtribution of the genetla varisiion n Nrtheafagey v folbowed mainby
# longitudinal trend: The most variable populations were those lacsted on the westen
pren of the range with the ocourrence of igre and private alleles Morcover, the
longitiadinal difference was stressed by the presence of bylrids almost exclusively o the
enst, The west - enst pattern was also rellocted jn the high level of differentiation it
pogiulations within satersheds, suggesiing I_hu the unidireciional wess flow 5 0ol
extestaive, Under high fevels of gene Now (throwh unidirectionsl wind pollination) the
private alleles detected in relaiively high frequency i popidatcn L3 (in the wea)

sbould have been found among eastern poplations from the. same watershed  Theae
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alledes were only chserved in one seed in the nesrest downwind pepulation, situsted ot
about 16 km 1o e ean, but from a vear of bow seed production (Marchelll & Gallo,
unpublished datn) Considenng both the mast vear nnd 1w lnwsseed production WRILE, Wi
hinve 200 seecds analysed rom this population, Bt ealy e beasing the private alleles
from the west This highly sipports the idea of pot exemive gens Bow Dy sdditben, (he
absence of u relationship: botwesn genetic and geopmphic distances could be more
rednted 1o thi history of the populntions insead of being o recent proceds ke gene Mow,
as wis 1he euse in (Mo parirges (Le Corre @l , 1997} Therefore thils comradicls
the: hypothesis of o latitudinal 1rend in the wenelic varistion due 1o the effect of
fragmentation and wene Qow |nstead, the hagher diversiy obzerved 1o The west with the
presence of rare and private allefes might be refated 1o the location of glactal refixgia.

The absence of the high frequency private elleles in downwind populations ot
anly reflects low levels of modern gens flow It could alsa be indieating differences in
the post-glacial migration among genotypes andfor in their post-glacial establishmen
The sbaesice of the private alleles in downwind populations could be due 1o & randam
sorting-of thee dispersad individials during pn'n‘-uln:iul migration. The curienl paper
could be explaned if these genptypes had a low frequency before postiglacial migration
and were nol dispersed afer glacial retreat, remaining In the sres nearby the refugs,
Afternntively, the effect of sebection during establishment could have played 1 role in
favouring some genotypes and eliminaiing others Although the laiter hvpodhesis can
nol be excluded, the former seems more plassible given the cather simidnr chmatic and
envirotmetital conditions observed especinlly in the peighbouring populations

The overall partern of genetic variation observed suggests that hybridization nnid
glacintion could be stated as the main fotors shaping the distibution of the genotic

vasiation in Neshpfkeges servose. In the following sections we will discirs the possible
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woeation of glactal refugin and The powible causes for (e veturence of hvbndizaion

exclusively (o the axs

Chntvenany placiotimn v prianiie e femie

Potlen mecords saggest that decidunus taxi from the southesn South American
bemperme Tolests survive the glacutons n refugis loested in ihrée mein regiom (he
Mahuelbusts Moumains (in constal Chile, ar 37° 40° 81, the Central Valley (in Clide) apsd

both slopes of the Andes Moumains o laudes norh of 100 § (Heusser, |0E4

Villagran, 199§

Chloroplast DNA markers revealed the exssience of two haplotypes with & clear
peographs distribution among populations of ¥ mervove from Aruenting (Marchell o
al, 1968} Haplotype T was distributed among southern populations whils haplotype (1
was tndy found in the northers group [ Tromen-Quillén warershed) Thess resulls led 1o
the hypothesis of (e exisience of al lessi two differem glicial rehugsn from which
populations from Argenting spread out Owing 1o the low bevel of polymomphism
detected with this kind of markers, furiher speculations on the posible foeation of
refugla were not evaluated However, although uniprentally iberited markers are the
most suitatle for phylogeographye stdies, {he combinaon with ruclear markers (&4
allerzyrmes) might help in Anding fhe most varioble regions whach are supposed fo e the
source for postglacial migration

Chilicrac-type paflen traces {which ineludes &, s and &V by from the
Inte gincial period {12,500 - 5300 BP) were found ut Rucsfiancy (39° 30 5) on the
Andes Mountaim. Forest expansion from this Tocality 1o the smuth after oo retreat was
proposed (Villagran; 1991}, The northern group of populations Argenting, bearing
haplotype 11 could have been onglnated from this northesi refugium. However, the
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question: remnine aboul the orgin of the southern woup This group could Have
exphnded ffom an ice-lree ares simunted ether on Central Chile (west of the. Andes) o in
Argenting. on the eastern slope of the Andes

Allezyme variation revesled high mesn member of alleles per locus (4] and
presence of rare and private alleles mainly smony the westers popclations of Argenting
The two most variable populations were L3, situated in the western shore of Licar Lake
watershed, and G3, in the wistorn shore of Lolog Loke watershed  Hosh p'crpul.ltlnm
showed the highest mean nember of alleles par locus (4:) and also the highest genetic
diversity (v} and heterozygosity, Moresves, these populatisng showed higher levels ol
vitiation than the one siuated m similar lntmdes in Clile (NE] Gaven the reduction in
alielic richness expected In long-distance migration evensds (Cwymar & MocDonald,
98T, Hewitt, 2000, Comps 4 al 2001 Y our vesults call for an eastern red-aue refugium
This suggestion would also be supported by preliciinary chloroplas DNA resills
(Mzichelli & Gallo, unpublished data) Due 1o the complex topegraphy of this rewion,
high mountnins in an orentation transverse m the Andes could have offered 1 barrier 1o
tce enpansion. In this sense. the high elevations (more than 1,700 m} standing nocth of
Lacar Lake (near populations L5 and G3) could have blocked ice expansion lenving &
small ive-free petch in the noth-eastern slape. The location of a reflgivem in this place
eould explain the high varition dotected in these populations

In southern South America; mid Iatitudes (36" - 44° 5} were chamcterised by the
smollest amplitude of climatic change and wm:-f:.r slormeracks gllowed the persistonce
ol forest vegetation throughow glacial umes {Maskural g al, T95: Even s
palynological evidences for the: survival of the wirm temberate tmin et in the easters
sdippe of the Andes were nol Bund Tl profatile small mimber of isdividuals and very

resthicled areas might discourage its presence in the pollen ron (Markyraf et gl 1996)
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Besides, the mpid and simulanesous expansion of forest jaxz sfber oo tetreat on bogh
hopes of the Andes Mountaing |5 net consistent with polien records w0 the cast
iMarkoraf el ol 1908,

Soveral -sludies on genetic diversity 'of native speeies support thie Roeation of
refugin i southern and eastern localives, in places were no-palynological confirmation
I5 avnilable This was the case in Fizene cupresiolty [Alnuil = al, 1999, Fremal el
ol 2000, tn Anxtrocetrr chifeaay (Pastoring & Gallo, 20020, in dromennin areigenm
(Bekesey e ol T002} and in MiEeeadendinn svfeeiver [ Premali ef al:, 200213

In conchusson, based on previows chiloroplast results and on the fevels of
allazyme varistion detected b the present study, we proposs the existence of two glacial
refugia from which Asgentinéan poguolations spread out a norhern refaoom in the
region of Ruepfianey (39" 30° 85, west of the Andes) mnd n sowhern eefugium in the

vicmnities of pogulations L5 and G3 (407 % 5, east of the Andes)

Hybridizeniian

The oecurmence of hybridization mtrodoces another source of genetic vaniaian,
wnd eould be thought as s way to o muntaln bigh beveds of genshic vaciathon @1 an
intragencric scale (Gallo, 2002). The introgression of . abdigu into the gene poual of &,
anrvose inereases e gpesetio diversity of those populations of M serwesn where:
hybridientbon oeeaies The fnding that this process s koo place mainly o the #astern
range of the distribution sres deserves some attentioe

For hybridization to ooeur premating barriers must have been broke. ln the case
of the present two speciss preaygolyc ba-rrim were proposed a8 being mainly due to
pollen competition {Gallp, 2007) In iis lower altimdingl rangs M meress ocours

ceoingically in symgmiry swaith A ol IF fiowering phenology comeides for both
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species, then irster-specific pollen competition determines the extent of Tybng Eygoies
Formed This is the case of population L3, from Lécar Lake watershed, which s situajed
al & very low altitude (630 m asl} in 1he predominam area-of & ibligig. The proscnce of
iolwed N eriesa trees surrounded by A ablgen 15 commonly olserved. The ow
propeaion of con-specific pollen vould be (ivourng the inter-specific pulltnalljun

The other two populations where bybridiztion mies were high (L2 and G1) are
bath located 1o the eastern sdue of the distribution sange, Populntion 1.2 is charcuerize
by a mixed fores with equal proportions of both spacies and the area of populsiion Gl
i mainty a “pure” N merwave ares. This sugyedts that pollen competition should nar be
the renson for the levels of hybridization So the question remains on why e
proporiion of hybaids s hagher m these regions:

A distinclion belween these two popailations. shoukd be made regarding ihe
hybeidisation dymamics Population L2 shows maknly Fi werermtion hyhrids, sinee fle
majority of the sseds hod heterorygous genotvpes for both markers lnsiead, e
populstion G1 all hybrids showed heternzygous genotypes pist for one marker (2,
being “wervesa type” for the other (M) These seeds bad probably arisen from
bickcrosses between Py hybeids and N wervinso. The low representation of N abdyie i
the pollen cloud since it t present only as scartered individuals to the west supparts hes
idex. Furthermore, the existence of phenotipically intermediate mdividunls {possible F,
sttt trees) was corroborated in the ficld Backerowes hetwesn F hiybrids and one or
both parentnl species are more common thal the formation of Fs hvbrids due o the

lowered pollen fertility in Fy bybrids (Rieseberg & Carnev, 1998)

Climatic. differenges aimong western and eastern oress excst and could be.

influencing the formation of hybrids 1o the east The whole reiion 18 characterized by

sirgmg wesl-cast gradient i annnl precipitition Tevels due 1o the min-shadow offect of
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the Andes '-"-'lmmtuln;i Abthaogh & e does notexieind s distabidion range Hito
the most and region (the Patagonion sieppe) the différence m precipitation levels
bt wgen wesiers snd eastern popalation is about 2000 mon §fon 3500 g 0 western
aréms 10 15HE) mm inothe eastesn edpe) The doer conditsons (o the east could bhe
affecting Nowenng pheiology sllowing the overlnpping hegween hoth speckes 11 eould
be possihle that drier habiints are more sutable o the establbishment of bybrgls and
then natural selection could be favoring the hybrifizanion precess i the east Hawaver,
we can Bol further speculnte on this matter since we are amalveing the seed !!enuminn.
Motwithstanding, the ocowrrence of beckerosses i the sastern populations suugesis th)
Fi hybrids were established in this srtea and are fenile Hence, at beast no selection i
ety agninst dhem and their absence 10 the west could be dus fo the lack of o proper
hnbital Wiesi - east differences not only relny in the deer conditions to the ens, bl alao
in the habirnt pheranon during past decades Disturbanees crente 8 wide mange of
habitats that coubd be explolted by the different hybrid genstypes (Anderson, 1948)
Besides, disturbances also lesid o the breakdown ol promaiing reproductive Barmigrs,
thais mmereasing hybiidization lrequencees (Riesebory & Camey, 1995 During the buye
exploitation of these forests i the firgt half o' XX cestury, the eastern shores of (he
Inkes ware more accessible due to the existence of rowes, and thes it s possible thai the
effect of exploitation was more: intense 0 these arens: Funhermore, the selective
exploitation ol these Twio spegies in the past could have favoured tha hybializaion wnee
N, servesa was preferentinlly extracted, Thien, the altemtion in the proportion of both

spegies could have favour interspecific pallen competition (Galls 2002).
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Condlusione

Post glacisl migration routes from differcnt refigia and hybridization with
Mathfpm obfigee are proposed ss the main proceses that have shaped ssd are il
shaping the distribution pattern of the genetic varlation pmamg populalions of A
mervena in- Argentinn. Instead, Fragmentation i the distnibition range could be ol so

IMPOTIANE e the probably e Tevcds of pose ow o - popilatime witbibn

walersherds
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* indicates the presenting author(s}

LOCAL DYNAMIC OF INTERSPECIFIC HYBRIDIZATION BETWEEN TWO
SOUTHERN BEECHES (NOTHOFAGUS 5PP.)

Natwral hybridization constitutes one of the main sources of intra-generic genstic variation in
forest tree species. The lnck of species-specific genctic markers hms been an impormne
abstacle to study this evoluttonary process and fo understand its genersl and local dynamic,
Mothofagus nervoas and MNothothgus oblique are two sympatric soathern beeches, native fo
southern South Americun temperate forests that hybridize nomumlly ssd for which two
independent specific allaxyme marker loci have been determined allowing the identification
of Fl and backcrosses-hybrids, The main hybridization direction with N. nervasn acting as
mother tree coald be alse venfied. Although the general process has been alrendy sudied
miny aspects of local temporal and spatinl dynamics of the inter specific hybndization are
still unkmonwn. Three adult trees of W, nervoss within M. obliqua forest, aimost totally daolsted
from othes to spesific trees and with diffesent sympatry degree were selected. Genatypes of
them and of the up to 100 m surrounding saplings (84, 129, 64) were dotermdned. [n two of
the mother tress, seeds from two and three consecubive harvest years were also genetically
wlentified. Significative differences resulted from the compasison smong the penatypic
structures of the three groups of saplings analyzed, particular in the proportions of the
respective Fl-hybrids (B33, 1.55, £,00). Also the proportion of hybnd seeds varied berwssn
both mother trees asabyzed and smong harvest years witkin each tree (eg 77-23%), The
proportion of hybrids detected in the seed of ol harvest years was bigger than that of the
hybrid saplings from the comesponding mother wes. This difference is bigger in the cads of
Fl-hybrids (up io ten times} than for the backorosses-hybrids. These results indicates that the
realization of natursl hybridization at mdividual level between these Nothofagus spp. depends
greatly on the particular site conditions of the respestive N. nervosa mother tree (e
sympatry degree} and the climatic conditions of the corresponding vear, Namral selection
against. Fl-hybrids i much more grester than agninst bagksmseshybride confirming the
g=n=rl prodiction préviously postulated in the proposed hiybeidization model,
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JOINT ANALYSIS OF POST-GLACIAL MIGRATION IN TWO SOUTHERN
BEECHES (NOTHOFAGUS 5PP.)

The penus Nothofagus is the principal component of southern South America Temgperate
Forest, which lizs on both sides of the Andes Cordillers (Chile and Argenting). The modera
disiibuticn ares of thess forests was highly affected disrng Quaternary ages by phaciol
mivement andd climatic changes. As oppusie o what happened m the Marthem Hemisphere,
gaciation in the Sowh loft muny ice-free aress, where glacial refapss could have been
located, Assuming o common fife history, joine analysis of two inter-fermle inipictan] spectes,
Mothafagus nervosa and Nothofagus obliqua, wes carried out Chioroplast DA genetic
minrkers were detected in 25 amd 10 papuelations resprctively using two primers (tmDamT
and teF-tmV) and twe resmiction enzymes through a PCR-RFLP technigue. Five haplatypes
were observed in both species fram the three primer-erzyme combinations anslysed The
geographic dismibution of these haplotypes was highly structured independently of the
specees. In the sympatric aress on the eastern slope of the Andes the same rwa haplatypes
were observed i both species defiming two clearly separated gengraphic groups. Haglotype
IV was present in only one population of N. nervosa from Chile located between the two
grougs. Two Pecific constsl populstions of N. nervosa bad each & diffecent onplatype
(haplotypes TN and V) which in turn were not found among the other popolstions. Thede
resubls sugpess the existence of multiple common ice age refigin where both peics survived
the glacial perind. Moreover, the sxtant populatsons i Argenting and those from the Andes in
Chile are pot the result of & post-glucial migration from consml refuges 1s proposed in
previcus palymological studies, In the southern group only one papulation locased west of the
Andes showed the same hapiotype than these o the et Given the larger dismibution of
haplotype [ in Argenting, we suggest that some of the glaciat refugss must have been simased
east of the Andes; Since most frequent haplatypes sre shared by both species o Tong berm
bybridisation and inrogression process could be assumed
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Sam Carlos de Barloghe, 15 de abril do 2003,
Informe “Pollacitn Pilo-1i1"

La especie lefiosn Mothefapus abliquis, conocida por su nombre vidlgar comn Robla
Pellin constituye en Sudamerica v junto n oras expecies del misma wénoro, lod bosques
templados de Mothofagus, Lu distribucion del Roble Pellin &N NUEStID pais 58 CATRCLEriEn par
ser de tipo fragmentada, con unn extension latiudinal quie abarca bos 36* 40 & en Las Lagunas
de Epulaufquen hasts los 407 107 en Quils Quina, coencs del Lago Lacar Esta especie hn
sido sobre explatada en &l pasado debido a su alto valar madersrn, por o que s bosques se
hallan en un grave peligr de extineion, como tambidn de pérdida de diversidad genética,
earacteristicn clave para bn supervivencin de estas masas boscosas,
Drenire: de la distribuciion de osta especie en nuestro pais, existe una poblacidn muy particular
tocalizads o orilins del Rio Alumind en la Provincis de Meudquén, que bemos denomingde
Poblacicn Pilo-lil Esta poblaciin, gue ve shica dentrg de In propiedad Estancia Lap Brefss
Su posician geogrifiea tomada por GPS cormesponde a 397 30 05" lotitud wir v 70° 57" 24" de
langitud ocste. Se adjurta un Maps de [& distribicion natural de Roble Petlin y Rauli, donde
#e iderdifica lo ubicacion de ln pablasion Pilelil

Entre ks particularidades de esta poblacion se destncan lus siguientea:

- Es la poblacion de Robbe que 1= introduce mis hacia lo eslepa, de manera tnl que se localiza
&n ln zona conocida come de sootonn,

~ 8i hien el mngo de precipitaciones de crecimiento del Roble Pedlin e de 1200 g 3500 mm
anuales en Argentina, esta masa boscoss de PHlo-Hi se ubtign dentro de In |soyetas de B00 y
1000 mm respectivamente, por lo que se diferencia notatlemente en edte sentido del resto de
lns pobisciones de Roble

- El grado de nislamiento geogrifico que presénca es muy alto, va que se ubica a 27,1 km de
in poblackon de Roble mas cercana.

- Receenies estudios gendticos reafizados en ol Laborstono de Marcacion Molecular de INTA
EEA-Bariloche, han demostrade que esta poblacian predents ademis una estruciurs genética
diferente a la del rest. Particularments interesante resulta | presencin de individuos hibridog
eon Faull
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; Sobre o base de toda lo expuesto considerames que la poblacion en quessén o pare de olla
et ser condiderads como Area Protegida parn preservar b diversidad genética que I
carscterszn v fas particularidades ecoldgions que In destacan

Sin mis, aprovechamos la oportunidsd pars ssludarios muy alentumente.

Ing, Fral. Maria Maria Azpilicuets
D Leonardo Gallo

Unitlad de Oeneética Farestal
INTA EEA Barilachs
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