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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo principal del Proyecto fue evaluar la variabilidad genética de roble y raulí
mediante el uso de marcadores moleculares (RAPDs, cpADN) e isoenzimáticos para la
fijación de criterios de conservación, mejoramiento genético, reforestación, manejo y
aprovechamiento.

Los objetivos específicos planteados para el proyecto fueron:

• identificar y diferenciar genéticamente procedencias de N. nervosa y N. obliqua;
• evaluar la variabilidad genética de roble y raulí chileno y argentino a través de

marcadores bioquímicos (isoenzimas) y de roble y raulí chileno y argentino mediante
el uso de marcadores moleculares (RAPD y cpADN);

• determinar niveles y dirección de introgresión en los híbridos naturales formados por
N. nervosa y N. obliqua (isoenzimas);

• asociar la información genética con la distribución geográfica 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 realizó utilizando una selección de sitios basado en
antecedentes de variación climática, distribución geográfica, límites fitogeográficos y
variación genecológica observable.

En Argentina, la metodología utilizada en lo que respecta a recolección de semilla a nivel
poblacional se realizó con redes colocadas en las poblaciones, previamente a la caída de
los frutos. La cosecha de familias de medio hermanos para su utilización en el análisis de
control genético y ensayos de progenie se realizó con ayuda de pértigas, cosechando los
frutos a partir del árbol madre. Los estudios de laboratorio se realizaron a través de
técnicas de electroforesis horizontal en gel de almidón (isoenzimas) y método PCR-RFLP
para los análisis moleculares (cpADN).

Los objetivos planteados para la componente Argentina se cumplieron según los plazos
estipulados por el Proyecto. El grado de ejecución de los mismos con respecto al estudio
de las poblaciones Argentinas superó lo planificado originalmente ya que se analizó un
número mayor de poblaciones.

En lo referente a nuevas tecnologías 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, así como la transferibilidad de los SSRs
desarrollados para Quercus (europeos y americanos), género emparentado. La
potencialidad de este marcador radica en su futura aplicación 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 difusión de los conocimientos generados a partir del Proyecto se llevó a cabo a través
de publicaciones científicas, capítulos en libros técnicos, presentaciones en Congresos e
Informes Técnicos (Anexo 1 ).

Los resultados obtenidos muestran en el lado argentino para ambas especies una alta
diferenciación genética entre poblaciones relativamente cercanas dentro de una misma
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cuenca lacustre. La diversidad genética, en cambio, mostró patrones de variación
diferentes para ambas especies. Mientras que en Raulí la mayor diversidad genética se
observó en las poblaciones argentinas ubicadas al Oeste en Roble las poblaciones con
mayor diversidad se encontraron al Este. La distribución geográfica de los haplotipos de
ADN de cloroplasto muestra en general una variación latitudinal para ambas especies en
Argentina y longitudinal en Chile. El análisis conjunto de ambos tipos de marcadores
permitió la identificación de áreas prioritarias para la conservación (según criterios
genéticos) a partir de lo cual surgieron pedidos oficiales a las autoridades competentes en
cada caso para la recategorización, en el caso de áreas de jurisdicción de Parques
Nacionales y pedido de declaración como área de reserva, en el caso de bosque de
propiedad privada, como así también la identificación de zonas de transferencia de semilla
para el futuro manejo silvícola de la región. Dada la importancia y alcance de los
resultados obtenidos, la continuidad en los estudios posibilitaría una mayor profundización
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 número de herramientas para la formulación de estrategias de conservación y
manejo para dichas áreas.

Las restricciones y limitantes encontradas para el desarrollo del proyecto se relacionaron
con la recolección del material de estudio. En el lado Argentino no pudo realizarse una
cosecha individual de 10 árboles por población tal como estaba planeado originalmente ya
que no hubo disponibilidad de fondos para tal fin. Por este motivo se optó por la
metodología de cosecha descripta arriba que fue ejecutada con fondos de INTA y de la
Administración de Parques Nacionales. Por otro lado, las muestras de ADN de
poblaciones chilenas que debían ser analizadas en Argentina (variación en ADN de
cloroplasto) presentaron fallas en la amplificación. Se debió recurrir entonces a muestras
obtenidas en plántulas 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 análisis de
ADN de cloroplasto se pudo realizar con sólo 11 poblaciones chilenas de Raulí (estaban
planificadas 22) y 9 poblaciones chilenas de Roble (estaban planificadas 23).
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IDENTIFICACIÓN Y COLECTA DE POBLACIONES DE N. alpina  Y N. Obliqua  EN
CHILE Y ARGENTINA

INTRODUCCIÓN

El mayor conocimiento científico y el aprovechamiento productivo del bosque de roble y
raulí en Chile y Argentina implica la necesidad de identificar y colectar poblaciones
representativas de su distribución geográfica.

En Chile, estas dos especies representan  un total de 1.672.475 hectáreas, de las cuales
1.234.732 hectáreas son renovales, 429.536 hectáreas son de bosques adultos y 8.207
hectáreas son de bosque achoaparrado. En Argentina, el roble y el raulí ocupan una
superficie aproximada de 55.000 has, distribuidas en forma interrumpida en una región de
aproximadamente 1 millón 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 región), por el
sur. En la Cordillera de la Costa, crece entre los cerros La Campana, El Roble y La
Campanita (V región), por el norte hasta la zona de Osorno (X región), por el sur
(Donoso, 1994). En su límite 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 más continuo y se va
reduciendo su presencia en altura, desde alturas mayores a los 1000m hasta los 600m
(Donoso, 1994). El raulí, es una de las especies nativas más valiosas. En la Cordillera de
los Andes se encuentra distribuida desde el sur del río Teno (VII región) hasta Valdivia (X
región), partir de los 500 metros de altitud. En la Cordillera de la Costa esta especie se
encuentra presente desde la ribera norte del río Itata (VIII región) hasta Valdivia, en las
partes altas hasta los 1.200 metros de altitud (Donoso, 1978).

En Argentina, el raulí 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°49¨y 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 raulí que
sean representativas de su diversidad genética; 2) Proveer de material genético para los
estudios bioquímicos, 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, incluyó un estudio de la distribución geográfica del roble y raulí para
seleccionar las poblaciones a incluir en este proyecto. Para la identificación de las
poblaciones se utilizaron datos de variación climática latitudinal y altitudinal, distribución
geográfica actual de las poblaciones, límites fitogeográficos y variación genecológica
observable (Vergara et al, 1998).
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Resultados

Los antecedentes recopilados permitieron distinguir tres macroclimas: centro-norte, centro
y sur. En el macroclima centro-norte se identificó solo una región de procedencia de roble,
en cambio, en el macroclima centro se identificaron seis regiones de procedencia de roble
y tres procedencias de raulí y en el macroclima sur se detectaron 7 regiones de
procedencia de roble y cuatro de raulí, lo que totalizó 14 regiones de procedencia de roble
y 7 de raulí (Cuadro 1 ).

Cuadro 1. Distribución de regiones de procedencia

Regiones de Procedencia
Macroclima

Roble Raulí

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 distribución geográfica fue dividida en macroclimas (centro-norte, centro, sur), regiones
de procedencia (14 en roble y 7 en raulí), y procedencia y puntos de colecta (39 en roble y
18 en raulí) (Fig. 1 ). Finalmente, los puntos de muestreo o poblaciones cosechadas
dentro de cada zona de procedencias se caracterizaron en función del sitio, bosque y a
nivel individual.
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Fig. 1: Delimitación de regiones de procedencia

Posteriormente, en roble, se identificaron 39 procedencias o poblaciones o puntos de
muestreo y para el caso de raulí, se determinaron 8 poblaciones. Cada población se
describió su ubicación geográfica: región, provincia, comuna y ubicación específica
(Cuadro 2 ).
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Cuadro 2: Ubicación de puntos de muestreo o poblaciones

Especie Región Poblaciones REG PROV COM LUGAR
  1.Til-Til RM Chacabuco Til-Til Cuesta La Dormida
  2. Lampa RM Chacabuco Lampa Roblería de Lampa

1-C

  3. Alhue RM Melipilla Alhue El Membrillo
  4. Alto colorado VI Card. Caro Pichilemu Alto Colorado
  5. R. N. Los Ruiles VII Cauquenes Cauquenes Los Ruiles
  6.1  Ninhue VIII Ñuble Ninhue Cerro Curahuén

2-C

  6.2  Quirihue VIII Ñuble Quirihue Quirihue
  7. Cayumanqui VIII Concepción Quillón Cerro Cayumanqui
  8. Curanilahue VIII Arauco Curanilahue San José de Colico
  9. L. Lanalhue VIII Arauco Cañete Cam. Cañete-Purén

3-C

10. Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
11. Cuesta Lastarria IX Cautín Loncoche San Antonio4-C
12. Cruces X Valdivia Valdivia Sector Cayumapu
13. Llancacura X Valdivia La Unión Trumao
14. Rio negro X Osorno Río Negro Río negro

5-C

15. Purranque X Osorno Purranque Cam.Purranque-Frutillar
16. Victoria IX Malleco Victoria Inspector Fernández6-D
17. Quepe IX Cautín Freire Quepe
18. Malalhue X Valdivia Lanco Purulón
19. Futrono X Valdivia Futrono Futrono

7-D

20. Rupanco X Osorno P. Octay Hacienda Rupanco
21. Sierras de Bellavista VI Colchagua San Fernando Sierras de Bellavista
22. Alto Lircay VII Talca San Clemente Altos de Lircay
23. Altos de Vilches VII Curicó Molina Altos de Vilches
24. Vilches VII Talca San Clemente Vilches

8-A

25. Bullileo VII Linares Parral Bullileo
26. R. Nac. Ñuble VIII Ñuble Recinto Las Trancas
27. Ralco VIII Bio-Bio Santa Bárbara Camino Ralco-Pangue
28. Recinto VIII Ñuble Pinto Cam.Pinto-Recinto km.10

9-A

29.Sta. Bárbara VIII Bio-Bio Santa Bárbara Parcela 43
10-A 30. Loncopué, Arg.

31. L. Galletue IX Malleco Melipeuco Icalma
32. Cunco IX Cautín Cunco Lomacura
33. L. Colico IX Cautín Cunco Puerto Puma

11-A

34. Curarrehue IX Cautín Curarrehue Puesco
35. P. Pino Hachado, Arg12-A
36. Aluminé, Arg.
37. Choshuenco X Valdivia Panguipulli Puerto Fuy13-A
38. Llifén X Valdivia Futrono Llifén

Roble

14-A 39. Lago Lacar, Arg.
  1. Quebrada Bellavista VII Colchagua San Fernando Sierras de Bellavista
  2. Cord. Nahuelbuta Vlll Bio-Bio Nacimiento Los Guindos

3-C

  3. Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
  4. Las trancas X Valdivia La Unión Cam. Trumao-Hueicolla5-C
  5. Huellusca X Osorno Purranque Huellusca
  6. Radal 7 Tazas VII Curicó Molina Radal
  7. Vilches VII Talca San Clemente Vilches

8-A

  8. Emb. Bulileo VII Linares Parral Bullileo
  9. Recinto VIII Ñuble Pinto Los Lleuques - Atacalpo
10. Sta. Bárbara VIII Bio-Bio Santa Bárbara El huachi

9-A

11.Jauja IX Malleco Collipulli Jauja
12. Malalcahuello IX Malleco Curacautín Malalcahuello
13. Melipeuco IX Cautín Melipeuco El Manzano

11-A

14. Curarrehue IX Cautín Curarrehue Puesco
15. Releco X Valdivia Panguipulli Releco
16. Neltume X Valdivia Panguipulli Neltume

13- A

17. Arquilhue X Valdivia Futrono Llifén

Raulí

14-A 18. Lago Lacar, Arg.

En la figura 2 , se ilustra la posición de cada punto de muestreo en el plano de regiones
de procedencia, para ambas especies.



7

Fig. 2:  Mapa de regiones de procedencias, puntos de muestreo para análisis de
marcadores genéticos

La descripción de cada población se presenta en el Cuadro 3  para roble y en el Cuadro 4
para raulí.
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Cuadro 3. Descripción de los puntos de muestreo de roble

Punto Posición
Geográfica

Posic.
Fisiográfica

Exposición Frecuencia
Semilleros

Estructura
del bosque

Nº árboles/ha Tipo de
Regeneración

Estado
Productivo

Posición
social

  1.Til-Til CCor LA S.E. B RSD 600 MM AS, SM C

  2. Lampa CCor LM S.E. N RA 400 MM Nula

  3. Alhue CCoc LB S.O B AA MM BS D

  4. Alto colorado CCoc LB O B BAS 400 MM BS D

  5. R. N. Los Ruiles CCoc LM N B RA y BAS 300 MM AS, SM D,C

  6.1  Ninhue CC.or LA S y SE B RA 400 MA AS, SM D y C

  6.2  Quirihue CCor LA S M RSD 550 MM AS D y C

  7. Cayumanqui CC.or LM y LA E M RSD y RA 500 y 300 MA SM D,C e I

  8. Curanilahue CC.or LM y LA S y E B RA 200 MA SM D Y C

  9. L. Lanalhue PL VA A RSD y RA 500 y 350 MA A D y C

10. Pichipillahuén CCor LM S.O B RA 350 MM AS,SM D,O

11. Cuesta Lastarria CCor LM S M BAS 150 MM AS D,O

12. Cruces PL VA M RA 240 MA SM D y C

13. Llancacura CC.or LM  y VA E A BAS Y CN 240 MA M D y C

14. Rio negro DI VA A BAS y RA 330 MA SM D y C

15. Purranque DI VA A AS y BAS 280 MA AS D

16. Victoria DI VA M RSD y CN 400 MM SM D,C,O

17. Quepe DI VA A RA 250 MM AS D

18. Malalhue DI LM E y O A RSD 600 MM SM D y C

19. Futrono DI VA A RA y AA 330 MA AS D y C

20. Rupanco DI VA M RA 225 MM AS D,O,A

21. Sierras de Bellavista CA LM N B BAS y AA 100 MM BS D,C,O

22. Alto Lircay CA LA N.O B RSD 550 MM BS D,C

23. Altos de Vilches CA LM O B RSD 550 MM BS C,O

24. Vilches PCA LB O B BAS 350 MM SM D,C,O

25. Bullileo CA LM S B RA 350 MM SM D,O

26. R. Nac. Ñuble PCA LM E M RA y BAS 330 MA SM D y C

27. Ralco CA,oc LM y VA O y NO M RA y BAS 330 MA SM D,C y A

28. Recinto PCA VA M RSD 625 MM SM D,C y O

29.Sta. Bárbara PCA VA A RA y RSD 240 y 625 MA SM D,C y O

30. Loncopué, Arg.

31. L. Galletue CA LM N B RSD y BA 450 MM BS D,C,A

32. Cunco PCA VA B BAS y AA 200 MM SM D,C,O

33. L. Colico PCA LB S.O B BAS y AA 300 MM SM D,O

34. Curarrehue CA LM E M BAS y AA 250 MM SM D,C,A

35. Paso Pino Hachado, Arg

36. Aluminé, Arg.

37. Choshuenco CA LM S.E. M RSD 450 MM AS D

38. Llifén CA VA M RA 300 MM AS D,O

39. Lago Lacar, Arg.
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Cuadro 4. Descripción de los puntos de muestreo de raulí

Punto Posición
Geográfica

Posic.
Fisiográfica

Exposición Frecuencia
Semilleros

Estructura
del bosque

Nº árboles/ha Tipo de
Regeneración

Estado
Productivo

Posición
social

  1. Quebrada Bellavista

  2. Cord. Nahuelbuta CC LM y LA E B RSD 500 MM SM D,C y O

  3. Pichipillahuén CCor LM S M BAS y CN 200 MM AS,SM D,O

  4. Las trancas CC LM SE y E M RSD 400 MM SM D y O

  5. Hueyusca CC LB SE y S M DSD 400 MM SM D,C y O

  6. Radal 7 Tazas CCoc LM S.S.E M RSD 400 MM SM D,O

  7. Vilches CCoc LM N B RSD 450 MM BS D,C

  8. Emb. Bulileo CCoc LM S.O B RSD 450 MM AS D,A

  9. Recinto CA oc LM y LB S Y SE M RSD 400 MM SM D,C y O

10. Sta. Bárbara DI VA A RSD 625 MM AS D,C y O

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 BAS y AA 250 MM SM D,O

15. Releco PCA LA O B RSD 400 MM SM D,O,A

16. Neltume CA LM S.E B RSD 400 MM BS D

17. Arquilhue CA LM O N BAS y AA 200 MM nula D,C

18. Lago Lacar, Arg.

Descripción del Sitio

Posición geográfica del punto: describe la posición geográfica del punto dentro de la
sección transversal de la geografía chilena, de acuerdo con la siguiente clasificación:
Planicies litorales (PL); Cordillera de la Costa, ladera occidental; Cordillera de la Costa,
ladera oriental (C.C.occ); Depresión Intermedia (D.I); Precordillera Andina (PCA);
Cordillera Andina (C.A).

Posición fisiográfica del punto: describe la posición del rodal donde se colectó semilla
dentro de la topografía del paisaje, de acuerdo a la siguiente pauta: Cumbre (CU); Ladera
alta (LA); Ladera media (LM); Ladera baja (LB); Valle (VA).

Exposición: describe la exposición predominante de la ladera en que se encuentra el
punto de colecta.

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

Descripción del Bosque

Estructura: se define considerando  la estructura original de los bosques de Nothofagus y
su condición actual. Lo anterior los clasifica en renovales (bosques de segundo
crecimiento) y bosque adulto, información que se complementa con su situación de
densidad y de regeneración. Adicionalmente se consideran algunas estructuras
adicionales que escapan a esta clasificación.
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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 coetáneo con regeneración de especies tolerantes.

• RSD: Renoval semidenso: bosque de segundo crecimiento que evidencia distintos
grados de intervención que han reducido su densidad a un rango entre 400 y 830
árboles por hectárea. Presenta mayor regeneración en el sotobosque.

• RA: Renoval abierto: bosque de segundo crecimiento que evidencia una considerable
reducción 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: condición 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 situación los árboles de roble y/o
raulí se presentan con un distanciamiento mucho mayor, con pocos individuos por
hectárea (menos de 100), los que pueden manifestar una condición de árboles
emergentes o dominantes en el perfil vertical.

• BAS: Bosquetes aislados: corresponde a grupos de árboles separados de un rodal
continuo, como consecuencia de la fragmentación del rodal original. En la práctica
corresponden a pequeños bosquetes de protección o sombreadores para ganado.

• AA: Arboles aislados: corresponde a los últimos individuos remanentes de rodales que
ya no existen. Presentan un nulo o muy escaso grado de agrupación con otros árboles
de la misma especie. Es el caso típico de robles individuales aislados en medio de
campos ganaderos o agrícolas.

• CN: Cortinas naturales: corresponde a árboles que permanecen como remanentes de
un rodal original, que fueron conservados intencionalmente en una arreglo lineal para
cumplir funciones de delimitación de potreros, servir como protección, cercos, etc.

Densidad media: representa una estimación del número de árboles por hectárea,
existente en el rodal desde donde se colectó la semilla

Tipo de regeneración: describe el tipo de regeneración que originó al rodal desde donde
se colecta la semilla. Monte bajo: Rodal generado mediante algún sistema natural de
propagación  vegetativa, fundamentalmente rebrotes de tocón y de raíz (MB); Monte alto:
Rodal generado por una estrategia de reproducción sexual (semillas)(MA); Monte medio:
Rodal generado por una combinación de las estrategias anteriores (MM).

Descripción de los individuos cosechados

Estado productivo del árbol: entrega información respecto de la cantidad de semillas que
presenta cada árbol cosechado. Corresponde a una evaluación subjetiva que considera la
facilidad con que se obtienen las semillas desde el árbol seleccionado, se clasifica en los
tres niveles siguientes: Alta Semillación: árboles con una alta densidad de cúpulas en su
copa que permiten obtener con relativa facilidad la cantidad de frutos requeridos por el
estudio (AS); Semillación Moderada: baja cantidad de cúpulas en el árbol, por lo que la
obtención de las semillas requeridas se logra con dificultad (SM); Baja Semillación: poca
densidad de cúpulas por árbol, lo que dificulta o impide conseguir el volumen de semillas
planificado (BS)
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Posición Social: describe la posición de los árboles cosechados dentro de la estructura
vertical de los estratos del rodal. Se utiliza la clasificación tradicional (Dominantes,
codominantes, intermedios y suprimidos) y se combina con la posición de los árboles al
interior o en los linderos del rodal. Arboles dominantes (D); Arboles Codominantes (C);
Arboles Intermedios (I); 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 obtención de
plantas para los ensayos de progenie y las muestras de hojas para la caracterización
molecular (RAPD y cpADN).

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

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

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

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

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

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

COMPONENTE ARGENTINA

Ver capítulo: ”Conservación de semilla de medios hermanos y establecimiento de ensayos
de progenie”.

CONCLUSIONES

La Zonificación propuesta y la cosecha de semillas efectuada permitió contar con un
valioso material de investigación que posibilitó cuantificar variabilidad genética mediante
isoenzimas y marcadores moleculares y en pruebas de progenie. Una parte de las
procedencias colectadas se almacenó en el Banco de Germoplasma del INIA Quilamapu.
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El trabajo de Regiones de Procedencias, permitió ordenar rápidamente el complejo de
variación de las especies, definir un sistema de muestreo continuo y generar zonas de
mejoramiento en forma práctica y manejable.

La colecta de material genético (semilla) constituyó un gran esfuerzo debido a que estas
especies de Nothofagus presentan añerísmo (años de buena y mala producción de
semilla) por lo cual fue necesario realizar esta labor en varios años.
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DIVERSIDAD Y DIFERENCIACIÓN GENÉTICAS DETECTADA CON MARCADORES
ISOENZIMÁTICOS EN RAULÍ

INTRODUCCIÓN

El raulí (Nothofagus alpina=N. nervosa) es una especie de alto valor económico debido a
la calidad de su madera. A pesar de esta situación, se observa una reducción de las áreas
de distribución 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 sustitución, intervenciones de carácter
destructivo, como floreo y habilitación de terrenos para uso agrícola y ganadero. Para
enfrentar esta situación es necesario implantar medidas adecuadas que permitan obtener
pautas de utilización, considerando el valor económico, función social, ecológica y
productiva de la especie.

Para la formulación de una política de conservación y aprovechamiento de estos recursos
genéticos es indispensable tener un conocimiento básico de la variabilidad y de la
estructura genética de las especies. La información básica sobre la organización de la
diversidad genética de los Nothofagus en estudio, su distribución geográfica, la posible
asociación entre ambas y la posible presencia de razas o híbridos, podría servir de base
para fijar criterios sobre plantación, colección, conservación, manejo y aprovechamiento
racional de estas especies. Esta información sobre diversidad genética es básica 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 fenotípica en algunas características
morfológicas, anatómicas y químicas, de emergencia y crecimiento de plántulas. Estos
estudios han determinado también que, en algunos casos, esta variación fenotípica está
asociada con factores geográficos como son latitud y altitud. Una de las desventajas del
uso de caracteres morfológicos en  estudios de variabilidad genética es que generalmente
representan solo una pequeña parte de la variación genética presente en el genoma de la
especie y están influenciados por el medio ambiente. De esta situación, se desprende la
importancia de complementar la información morfológica con otro tipo de estudios que
reflejen con mayor claridad la variación genética presente en la especie.

Los análisis de isoenzimas han demostrado ser un medio práctico de resolver diferentes
problemas en genética de poblaciones de árboles forestales y cultivos perennes como
variación genética de poblaciones centrales y marginales (Tigerstedt 1973, Guries y Ledig
1982, Kertadikara y Prat 1995), variación 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) variación 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 variación
electroforética detectable en isoenzimas es sólo una pequeña fracción de la diversidad
genética de la población, y ella puede o no predecir la variación de genes que controlan
procesos fisiológicos o ecológicamente importantes.

Un estudio realizado en 22 poblaciones naturales de raulí en Chile, usando 10 sistemas
enzimáticos (GOT, ACP, AAP, PGI, SKDH, MNR, MDH, PER, LAP, CAT), detectó un alto
porcentaje de loci polimórficos (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
redundó en una deficiencia de heterocigotos. Al separar la variabilidad genética de las
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poblaciones se encontró un alto porcentaje de la diversidad genética dentro de la
población en comparación a entre las poblaciones y una relación entre la similitud
genética y la distribución geográfica de las poblaciones estudiadas (Pineda, 2000).

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

COMPONENTE CHILENO

Materiales y métodos

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

Cuadro 1. Macroclima, región de procedencia y poblaciones de raulí utilizadas en el
análisis isoenzimático

Macroclima Región de
procedencia Población

Centro 3 C Nahuelbuta
8 A Vilches
9 A Sta. Bárbara

Sur 5 C Cord. Nahuelbuta
11 A Neltume
13 A Melipeuco
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Fig 1. Ubicación geográfica de las procedencias de roble y raulí
evaluadas en el estudio

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

Análisis estadístico

Los datos de isoenzimas fueron usados para estimar varios estadígrafos de variación
genética como: número de alelos por locus, porcentaje de diversidad génica, porcentaje
de heterocigocidad, coeficiente de polimorfísmo (PIC), coeficiente de consanguinidad.
Estos estadígrafos fueron calculados por locus y como promedio de la población. Además
de estos valores se calcularon las frecuencia alélicas, varianza y la desviación estándar
por locus y las frecuencias alélicas por población. 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 población.

Para determinar la similitud entre las procedencias estudiadas se calculó 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 realizó un análisis de varianza para determinar la importancia de sus
componentes. De esta manera se pudo apreciar los porcentajes de variación entre y
dentro de las poblaciones.

Resultados

El análisis de los datos isoenzimáticos indicó que todos los sistemas ADH, IDH, PGI y
GOT presentaron una buena resolución, con excepción del sistema SKDH que presentó
problemas de resolución y consistencia en las muestras en las poblaciones analizadas por
lo que se resolvió no incluirlo del análisis.

Entre los sistemas que presentaron una buena resolución ADH, IDH y PGI presentaron
una sola zona de tinción en comparación con el MDH que presentó dos zonas de tinción
denominadas MDH-B y MDH-C y  GOT que presentó tres zonas, llamadas GOT-A, GOT-B
y GOT-C (Cuadro 2 ).

Cuadro 2.  Parámetros de variación genética para 8 loci enzimáticos en 6
poblaciones chilenas de Notophagus alpina .

Tamaño Número Diversidad Coef
Loci

muestra alelos Génica
Heterocigocidad PIC

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 detectó un mayor número de alelos fue el GOT, ya que con sus tres zonas de
tinción se pudieron visualizar 12 alelos. Dentro de este último sistema, GOT-B detectó 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 isoenzimáticos evaluados. El sistema isoenzimático que
detectó mayor diversidad genética fue GOT con sus tres zona de tinción, 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
pequeños 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 isoenzimático que detectó
mayor heterocigocidad fue GOT-B (0.29), GOT-A (0.24) y GOT-C (0.12). El nivel de
heterocigocidad en los restantes sistemas isoenzimáticos fue bajo y fluctuó entre 0.03 y
0.14 (Cuadro 2 ).

El contenido de polimorfismo, reflejado en el PIC presentó 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 isoenzimático. Es así 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 presentó solo un valor negativo (Cuadro
2).

Al analizar los loci en las seis poblaciones de raulí, se pudo detectar diferentes
frecuencias alélicas en los 23 loci. Es así como, a excepción de MDH-C que fue
monomórfico, 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 desviación estándar de las frecuencias alélicas fue bastante
pequeña (Cuadro  3 ).

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

Frecuencia Desvío
Loci Alelos

alélica
Varianza

estándar
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
PGI 1 0.96 0.0002 0.02
PGI 2 0.00 0.0000 0.00
PGI 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 análisis de las frecuencias alélicas por población indicó que los alelos que estuvieron
presentes en una mayor frecuencia en el análisis 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 enzimáticos por población de N. alpina

A11 A13 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 observó una diferencia en
las poblaciones del macroclima centro y sur. Por ejemplo, en la población Vilches se
detectó la presencia de cuatro alelos propios de esta población (alelo1 y 5, GOT-B, alelo 3
y 4 GOT-C) y en la población Santa Bárbara se detectó un alelo específico (aleleo 2 de
PGI), todos ellos en un bajo porcentaje (Cuadro 5 ). Por otro lado, en la población Neltume
se detectó el alelo 3 de PGI. Esta situación indica una mayor presencia de alelos
específicos 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 específicos por
macroclima y procedencia

Macroclima centro Macroclima sur
Loci, N° alelo

Vilches Sta. Bárbara 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 raulí tomando en cuanta los 23 alelos indicó
una escasa diversidad genética entre las poblaciones estudiadas. Esta distancia genética
se utilizó para construir un dendrograma (Fig. 2 )

Fig 2 - Relaciones genéticas de las poblaciones chilenas

Los resultados del dendrograma indican que dos (Vilches y Nahuelbuta) del macroclima
centro están mas estrechamente relacionadas geneticamente, en comparación con la
población Santa Bárbara (Fig. 2 ). Sin embargo, la población Santa Bárbara se encuentra
mas cercana genéticamente a Melipeuco, población 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 raulí chileno se encuentra principalmente entre las
poblaciones (70%). En este sentido, existe una menor diferenciación genética dentro de
las poblaciones (26%) y solo una escasa diferenciación (6%) entre el raulí del centro y sur
del país, tomando en consideración los loci analizados.

Vilches (C)

Nahuelbuta (C)

Neltume (S)

Melipeuco (S)

Santa Bárbara (C)

Distancia genética. Nei 1972
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Introgresión

El estudio tendiente a detectar la presencia de introgresión en las poblaciones chilenas de
raulí indicó que este fenómeno puede está presente, como había sido descrito
anteriormente con marcadores morfológicos (Donoso et al, 1990). Para este estudio se
utilizó el marcador genético ADH, definido como potencial descriptor de híbridos entre
ambas especies. De las seis poblaciones analizadas, se detectaron alelos específicos de
ADH en dos poblaciones, lo que dio un 33% de introgresión. Las procedencias en que se
detectó este fenómeno fueron Santa Bárbara y Neltume, pertenecientes a los macroclima
centro y sur, respectivamente. Estos resultados podrían indicar que no existe preferencia
entre los macroclimas por este flujo de genes. Si se analiza el porcentaje de introgresión
dentro de cada población, se observa que el porcentaje fue de un 7,5%, igual en ambas
poblaciones. Este último resultado podría confirmar la hipótesis anterior que este
fenómeno es inespecífico en relación a al macroclima. Es importante señalar también que
las poblaciones Neltume y Santa Barbara están ubicadas en la VIII y X región del país.

COMPONENTE ARGENTINO

Al momento de iniciar la preparación del proyecto la Unidad de Genética Forestal del
INTA EEA Bariloche ya se encontraba trabajando, conjuntamente con la Administración
de Parques Nacionales, en la recolección de semillas de Raulí. Un proyecto conjunto
entre ambas instituciones financió la cosecha de 29 poblaciones de esta especie entre los
años 1994 a 1997. A su vez, con dicho proyecto, se hicieron estudios preliminares de
control genético de los marcadores isoenzimáticos. Por otra parte, durante una estadía de
Paula Marchelli en Alemania (Intitut für Forstgenetik, Grosshansdorf) en el año 1997,
financiada por el DAAD, se desarrollaron los marcadores de ADN de cloroplasto para
Raulí. Una vez aprobado el proyecto, antes de hacerse efectivo, se comenzó a trabajar en
el análisis poblacional con isoenzimas. Por esta razón, al iniciarse finalmente el proyecto,
en el año 2000, ya se contaba con la semilla, se habían determinado los marcadores a
utilizar y se habían analizado algunas poblaciones.

Metodología

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

1. Diversidad genética

El estudio de las 20 poblaciones se realizó a través de ocho marcadores génicos
isoenzimáticos previamente determinados (Mdh-B, Mdh-C, Idh, Adh, Got-A, Got-B, Got-C
y Pgi-B) (Marchelli & Gallo, 2000). La ubicación geográfica de las poblaciones se muestra
en el mapa de la figura 1 . Todas los sistemas enzimáticos pertenecen al Grupo I
(Bergmann, 1991) que está formado por enzimas constitutivas que participan en el
metabolismo primario. De los ocho loci estudiados, seis presentaron polimorfismo menor,
mientras que sólo dos se clasificaron como polimorfismo mayor o mayor extendido (Mdh-
B y Got-A) en la mayoría de las poblaciones.

El número medio de alelos por locus (AL) para la especie fue de 3,38 siendo la diversidad
génica (ν) de 1,29 (Cuadro 1 ). Este valor fue variable entre las poblaciones, incluso entre
aquellas pertenecientes a una misma cuenca lacustre, y en ninguna población se
encontraron todos los alelos (Fig. 2 ; Cuadro 2 ), siendo el promedio entre poblaciones de
1,98. Este valor es más alto que el número efectivo de alelos (ν) que osciló entre 1,13 y
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1,32, lo cual denota la presencia de polimorfismo menor con un alelo muy común 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 únicos se ubican geográficamente en
los límites sur y oeste. Por ejemplo, la población del límite sur (población 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 únicos en distintos loci del
sistema GOT.

Figura 1: Distribución geográfica de las poblaciones estudiadas de Raulí en
Argentina
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Cuadro 1 - Diversidad genética media en poblaciones argentinas de Raulí

Locus Al ν Ho 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
Desvío 1,51 0,17 0,20

Al : número de alelos por locus, ν: diversidad génica (número efectivo de alelos), Ho: proporción de
heterocigotas observados, He: heterocigosis esperada (Nei, 1973), PPP: proporción de poblaciones
polimórficas, n: número de alelos muestreados.

Figura 2 - Variación entre poblaciones en la diversidad génica (número efectivo de alelos,
color lleno) y en el número 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 Raulí estudiadas

Pob. Locus

Mdh-B Mdh-C Idh Adh Got-A Got-B Got-C Pgi Pool génico

ν Ho He ν Ho He ν Ho He ν Ho He ν Ho He ν Ho He ν Ho He ν Ho He P AL ν Ho He

1 1,94 0,49 0,49 1,00 0,00 0,00 1,12 0,10 0,11 1,00 0,00 0,00 1,91 0,43 0,48 1,12 0,10 0,11 1,19 0,16 0,16 1,01 0,01 0,01 75,0 1,88 1,20 0,16 0,17

4 2,04 0,61 0,51 1,01 0,01 0,01 1,06 0,06 0,06 1,00 0,00 0,00 1,54 0,18 0,35 1,01 0,01 0,01 1,01 0,01 0,01 1,00 0,00 0,00 75,0 1,88 1,13 0,11 0,12

5 2,10 0,56 0,52 1,00 0,00 0,00 1,69 0,45 0,41 1,00 0,00 0,00 1,81 0,52 0,45 1,06 0,06 0,06 1,05 0,05 0,04 1,00 0,00 0,00 62,5 1,75 1,23 0,20 0,19

6 1,79 0,40 0,44 1,00 0,00 0,00 1,13 0,10 0,12 1,00 0,00 0,00 1,96 0,35 0,49 1,08 0,08 0,08 1,08 0,08 0,08 1,00 0,00 0,00 62,5 1,75 1,18 0,13 0,15

8 1,97 0,37 0,49 1,02 0,02 0,02 1,05 0,05 0,05 1,00 0,00 0,00 1,66 0,40 0,40 1,08 0,08 0,08 1,08 0,08 0,08 1,01 0,01 0,01 87,5 1,88 1,16 0,13 0,14

10 1,85 0,47 0,46 1,07 0,04 0,07 1,08 0,06 0,08 1,05 0,04 0,05 1,89 0,46 0,47 1,12 0,11 0,10 1,12 0,11 0,10 1,06 0,04 0,06 100 2,38 1,21 0,17 0,17

11 1,91 0,47 0,48 1,03 0,03 0,03 1,19 0,14 0,16 1,04 0,03 0,04 1,61 0,36 0,38 1,05 0,05 0,05 1,05 0,05 0,05 1,06 0,03 0,06 100 2,25 1,18 0,14 0,16

12 1,88 0,32 0,47 1,00 0,00 0,00 1,34 0,19 0,25 1,00 0,00 0,00 1,76 0,37 0,43 1,20 0,18 0,17 1,20 0,18 0,17 1,00 0,00 0,00 62,5 1,75 1,23 0,16 0,19

14 2,02 0,40 0,50 1,01 0,01 0,01 1,05 0,05 0,04 1,01 0,01 0,01 1,83 0,48 0,45 1,81 0,45 0,45 1,86 0,44 0,46 1,01 0,01 0,01 100 2,75 1,32 0,23 0,24

16 2,00 0,44 0,50 1,06 0,06 0,06 1,13 0,12 0,11 1,00 0,00 0,00 1,92 0,51 0,48 1,19 0,14 0,16 1,20 0,15 0,17 1,00 0,00 0,00 75,0 1,75 1,23 0,18 0,19

17 2,09 0,59 0,52 1,00 0,00 0,00 1,03 0,03 0,03 1,04 0,04 0,04 1,35 0,25 0,26 1,10 0,10 0,09 1,10 0,09 0,09 1,00 0,00 0,00 75,0 1,88 1,15 0,14 0,13

18 1,97 0,43 0,49 1,00 0,00 0,00 1,19 0,15 0,16 1,00 0,00 0,00 1,74 0,32 0,43 1,09 0,09 0,08 1,06 0,06 0,06 1,02 0,00 0,00 62,5 1,75 1,18 0,13 0,15

19 2,01 0,52 0,50 1,02 0,00 0,02 1,59 0,38 0,37 1,01 0,01 0,01 1,54 0,36 0,35 1,22 0,20 0,18 1,21 0,19 0,18 1,01 0,01 0,01 100 2,38 1,25 0,21 0,20

21 1,94 0,31 0,48 1,00 0,00 0,00 1,14 0,14 0,13 1,00 0,00 0,00 1,87 0,41 0,47 1,27 0,22 0,21 1,26 0,21 0,20 1,01 0,01 0,01 75,0 1,88 1,23 0,16 0,19

23 1,58 0,28 0,37 1,00 0,00 0,00 1,12 0,11 0,11 1,00 0,00 0,00 1,90 0,34 0,47 1,15 0,14 0,13 1,15 0,14 0,13 1,00 0,00 0,00 62,5 1,75 1,16 0,13 0,15

24 2,02 0,53 0,50 1,02 0,02 0,02 1,30 0,24 0,23 1,00 0,00 0,00 1,95 0,48 0,49 1,09 0,09 0,09 1,09 0,08 0,08 1,00 0,00 0,00 75,0 2,13 1,21 0,18 0,18

26 1,95 0,47 0,49 1,06 0,06 0,06 1,20 0,10 0,17 1,00 0,00 0,00 1,55 0,32 0,35 1,09 0,06 0,08 1,06 0,04 0,05 1,00 0,00 0,00 75,0 2,25 1,18 0,13 0,15

27 2,17 0,46 0,54 1,02 0,02 0,02 1,53 0,31 0,35 1,00 0,00 0,00 1,97 0,40 0,49 1,06 0,05 0,05 1,06 0,05 0,05 1,02 0,02 0,02 87,5 2,13 1,23 0,16 0,19

28 2,11 0,41 0,53 1,00 0,00 0,00 1,52 0,29 0,34 1,00 0,00 0,00 1,85 0,36 0,46 1,06 0,06 0,06 1,07 0,07 0,06 1,00 0,00 0,00 62,5 1,75 1,22 0,15 0,18

30 2,14 0,52 0,53 1,00 0,00 0,00 1,39 0,28 0,28 1,00 0,00 0,00 1,98 0,38 0,50 1,17 0,14 0,14 1,17 0,14 0,14 1,01 0,01 0,01 75,0 1,88 1,25 0,18 0,20
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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 más polimórficos Mdh-B y Got-A (Tabla
1.1.1). La heterocigosis para el pool génico fue muy variable no sólo entre poblaciones
sino también dentro de las cuencas (Fig. 3 ; Cuadro 2 ), alcanzando valores de hasta 23
%.

Figura 3 - Variación entre poblaciones en la heterocigosis observada ( Ho, color
lleno) y esperada ( He; Nei, 1973, color rayado). Cada color representa a poblaciones

de una misma cuenca.

2. Diferenciación

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

La mayor distancia genética para el pool génico se encontró entre las poblaciones 5 y 14
(d0 = 0,152) y la menor entre las 27 y 28 (d0 = 0,017) (ambas de la cuenca del Lago
Tromen). La mayoría de las distancias fueron significativamente diferentes. El análisis de
cluster del pool génico separa por completo la población 14 (cuenca del Lago Lácar) y
agrupa, separado del resto, a las poblaciones 19 y 30 (Fig. 4 ). Los grupos que se forman
no tienen relación con la ubicación de las poblaciones en las cuencas lacustres.

El test de Mantel tampoco denotó una asociación entre las distancias genéticas y las
geográficas. Las distancias genéticas entre las poblaciones dentro de una misma cuenca
lacustre resultaron significativamente diferentes.

Los valores de diferenciación entre cada población y su complemento (Dj) para el pool
génico variaron entre 2,4 y 8,1 %, siendo las poblaciones 5, 14, 19 y 30 las más
diferenciadas. El nivel medio de diferenciación génica (δge) para el pool de loci analizados
fue de 4,7 % (FST = 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. Análisis entre cuencas y variación geográfica

Como primer paso se probó 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 diferenciación 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
diferenciación fue mayor que entre las 20 poblaciones, por lo que una comparación entre
cuencas agrupando las poblaciones de cada una en un conjunto es totalmente inválido.

Si bien la variación dentro de las cuencas es muy grande, se evaluó la posibilidad de una
variación latitudinal en las frecuencias alélicas y las medidas de diversidad genética. Los
resultados mostraron una asociación significativa (P < 0,03) únicamente en la diversidad
genética del locus Idh, la cual disminuye con la latitud (r = -0,47).
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Figura 5 - “Caracol de diferenciación” , según Gregorius & Roberds (1986) para el pool
génico y los ocho loci analizados. Cada sección corresponde a una población y cada color

a poblaciones de una misma cuenca lacustre. El radio de cada sección representa la
diferenciación de dicha población con respecto a su complemento (Dj) y el ángulo

representa el tamaño proporcional de cada población (cj). El círculo en línea punteada
corresponde al nivel de diferenciación media entre poblaciones (δ).

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

Cuenca δ

Mdh-B Mdh-C Idh Adh Got-A Got-B Got-C Pgi Pool

Hermoso (2) 2,8 0,4 25,4 0,0 43,5 2,6 1,8 0,0 9,6

Lácar (6) 9,1 1,8 4,2 1,2 5,6 8,2 8,4 1,5 5,0

Lolog  (3) 18,4 0,5 13,1 1,3 7,8 3,9 4,0 0,3 6,2

Huechulafquen (5) 12,9 1,2 3,2 0,0 7,2 3,4 3,1 0,2 3,9

Tromen –Quillén (3) 16,3 0,5 3,6 0,0 5,9 3,3 3,2 0,4 4,2

Entre paréntesis se indica el número de poblaciones.
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DIVERSIDAD Y DIFERENCIACIÓN GENÉTICA DETECTADA CON MARCADORES
ISOENZIMÁTICOS EN ROBLE

INTRODUCCIÓN

En Chile la distribución del roble (Nothofagus obliqua) está dividida en Regiones de
Procedencia, conformadas por áreas o conjunto de áreas con condiciones ecológicas
uniformes. Esta clasificación está basada principalmente en factores climáticos con apoyo
de mapas de vegetación 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 o conservación genética. El roble cuentan con una
gran variabilidad morfológica dentro y entre sus distintas poblaciones. Esta situación, ha
sido confirmada por algunos estudios genecológicos, dentro de los que se destacan los
trabajos de Donoso (1979a y 1979b). Recientemente, Ipinza et al. (2.000), concluyeron
que los rasgos morfológicos de la semilla, germinación y crecimiento inicial tiene un alto
control genético y además que algunas de estas características presentan un
comportamiento clinal y otras ecotípicas, a lo largo de su distribución geográfica.

La importancia de conocer la estructura de la variación genética de una especie,
diferenciando poblaciones en su área de distribución, radica en que dicha información es
vital al momento de decidir qué material genético utilizar en un programa de plantaciones
para una región determinada o establecer una estrategia de conservación y mejoramiento
genético a largo plazo (Zobel y Talbert 1984, Delmastro 1997). Por otro lado, la utilización
de un carácter como marcador génico requiere el establecimiento de la relación unívoca
entre el fenotipo y cada uno de los genes involucrados en su expresión. Esto se logra a
través del análisis de control genético, que determina el modo de herencia (modo de
transmisión y modo de acción génica) de los fenotipos enzimáticos.

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

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) Determinar la herencia y patrones de varios
sistemas isoenzimáticos; y 2) usar esta información 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 país (Cuadro 1 ) ya que en las dos colectas realizadas no fue posible
colectar semillas viable de la procedencia (1C), única 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 prácticamente un 100% de semillas vanas y dañadas por
insectos, lo que hizo impósible obtener material para los análisis.
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Cuadro 1 - Macroclima, procedencia y poblaciones de roble utilizadas en el análisis
isoenzimático del roble en Chile

Macroclima Procedencia Población
Centro 2 C Quirihue

3 C Lago Lanalhue
6 D Quepe
8 A Vilches
9 A Recinto

Sur 4 C Cuesta Lastarria
5 C Llancacura
7 D Malalhue
11 A Cunco
13 A Choshuenco

Los sistemas isoenzimáticos analizados fueron ADH, IDH, PGI, GOT, SKDH. Estos
sistemas fueron seleccionados debido a su buena resolución y consistencia en los
trabajos realizados por el INTA. Además, para homologar los resultados de roble chileno y
argentino, un profesional chileno viajó al Laboratorio del INTA, Bariloche a realizar estos
análisis. El  tamaño de la muestra fue de 40 árboles por  población.
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Fig. 1 - Ubicación geográfica de las poblaciones de roble analizadas



30

Análisis estadístico

Los datos de isoenzimas fueron usados para estimar varios estadígrafos de variación
genética como: número de alelos por locus, porcentaje de diversidad génica, porcentaje
de heterocigocidad, coeficiente de polimorfismo (PIC), y el coeficiente de consanguinidad.
Estos estadígrafos fueron calculados por locus y como promedio poblacional. Además de
estos valores se calcularon las frecuencia alélica, varianza y la desviación estándar  por
locus y las frecuencias alélicas por población. 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 calculó 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 ilustrar las relaciones genéticas entre las
poblaciones estudiadas. Para estudiar la estructura genética de las procedencias
evaluadas se realizó un análisis de varianza para determinar sus componentes. De esta
manera se pudo apreciar los porcentajes de variación entre y dentro de las poblaciones.

Resultados

El análisis de los datos isoenzimáticos indicó que los sistemas ADH, IDH, PGI y GOT
presentaron una buena resolución, sin embargo, el sistema SKDH presentó problemas de
resolución y consistencia en las muestras en las poblaciones analizadas por lo que se
resolvió eliminarla del análisis.

En los sistemas que presentaron una buena resolución, ADH, IDH y PGI presentaron una
sola zona de tinción en comparación con el GOT que presentó 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 número promedio de
alelos fue 2,7. El sistema que detectó un mayor número de alelos fue el GOT si se
considera como sistema isoenzimatico ya que con sus tres zonas de tinción detectó 7
alelos. Dentro de este sistema GOT-B detectó 4 alelos, GOT-A 2 alelos y GOT-C 1 alelo.
IDH, PGI 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 isoenzimáticos evaluados. Por ejemplo, PGI detectó 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 detectó diferencias entre el material analizado, debido a
su monomorfismo (Cuadro 2 ).

El nivel de heterocigosidad, siguió un patrón 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 presentó 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), presentó un valor de 0.16, con un mayor valor en el
sistema PGI 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 observó 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 indicó una diferente
frecuencia, salvo en el caso de GOT-C que fue monomorfico. En esta situación, todos los
árboles de las poblaciones analizadas presentaron el mismo alelo (Cuadro 3 ). En los
sistemas polimórficos, 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 desviación estándar de las frecuencias alélicas fue bastante baja y fluctuó
entre un 1 y 2%, en los alelos polimórficos (Cuadro 3 ).

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

Loci N° alelos Frecuencia Desviación estándar

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 población indicó que los alelos con mayor frecuencia en la
población 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 presentó con un 1% en la procedencias A11 y no se presentó en las procedencias
A13, A9 y 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 A11 A13

ADH 1 0.94 1.00 0.74 0.94 0.88 0.97 0.97 1.00 0.91 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 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 1.00

GOT-A 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00

GOT-B 1 0.00 0.16 0.03 0.19 0.06 0.15 0.15 0.00 0.06 0.08

GOT-B 2 1.00 0.84 0.97 0.81 0.94 0.80 0.85 1.00 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 0.03 0.00 0.00 0.01 0.00

GOT-C 2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

IDH 2 0.09 0.00 0.06 0.10 0.00 0.00 0.03 0.00 0.11 0.04

IDH 3 0.85 0.75 0.75 0.85 1.00 1.00 0.78 1.00 0.78 0.96

IDH 4 0.06 0.25 0.19 0.04 0.00 0.00 0.19 0.00 0.08 0.00

IDH 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00

PGI 1 0.00 0.03 0.11 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.08 0.00

PGI 2 0.08 0.13 0.18 0.13 0.03 0.18 0.08 0.00 0.16 0.07

PGI 3 0.92 0.84 0.71 0.86 0.98 0.81 0.93 1.00 0.76 0.93

La distancia genética de las cuatro poblaciones, basada en los 16 alelos detectados indicó
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 relación geográfica entre las poblaciones
colectadas en el macroclima centro y sur (Fig. 2 ). Por ejemplo, se observa una buena
asociación 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.

Introgresión

El estudio de detección de híbridos en poblaciones de roble indicó que de las 10
procedencias evaluadas, siete presentaron híbridos, lo que equivale a un 70%. El proceso
de detección de los híbridos se realizó con el marcador genético ADH. En esta
oportunidad se detectaron híbridos en cuatro poblaciones en el macroclima centro y tres
poblaciones en el macroclima sur, similar tendencia a la observada en raulí, donde no se
presentó una preferencia del este fenómeno por macroclima. El análisis de cada
población fue variable, observándose los mayores porcentajes en la población Vilches con
un 50% (macroclima centro) y Melipeuco con un 35% (macroclima sur).

Vilches

Quirihue

Quepe

Choshuenco

Malalcahuello

L. Lanalhue

Llancacura

Cunco

Recinto

CuestaLastarria
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COMPONENTE ARGENTINO

2. Roble

Metodología

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

2.1 - Diversidad genética

A través del análisis isoenzimático realizado en las 14 poblaciones del área de distribución
natural de Nothofagus obliqua en Argentina (Figura 2.1.1 ) con los 7 marcadores génicos
identificados en el análisis de control genético (Skdh, Idh-B, Adh, Pgm-A, Pgi-B, Got-B y
Got-C) se realizó la caracterización genética de las mismas (Cuadro 2.1.1 ).

Cuadro 2.1.1 - Parámetros de diversidad genética poblacional

Cuenca Población NA P AP Ho He ν

1.   Bandurrias 12 71 1,71 0.123 0.132 1.152
2.   Yuco 14 71 2,00 0.180 0.191 1.236
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.   Pío Protto 16 85 2,28 0.134 0.189 1.233

Lácar

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
7.   Corral de Bueyes 16 85 2,28 0.170 0.203 1.255Quillén
8.   Cabecera Oeste 15 85 2,14 0.221 0.240 1.317
9.   Pulmarí 15 85 2,14 0.139 0.229 1.298
10. Seccional 17  100 2,42 0.204 0.297 1.422Ñorquinco
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 polimórficos    AP= número medio de alelos por locus polimórfico
He= heterocigosis esperada             Ho= heterocigosis observada                �= diversidad
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Figura 2.1.1 - Distribución geográfica de las poblaciones estudiadas de Roble en
Argentina

La diversidad genética intrapoblacional presentó un patrón dentro de la cuenca, donde los
valores mayores correspondían a las poblaciones de localización este. Asimismo, las
poblaciones marginales Pilolil y Epulafquen, de localización este y norte respectivamente
de la distribución, mostraron valores de diversidad elevados respecto al resto de las
poblaciones.

Dos únicos alelos exclusivos: alelo 3 para Got-B y alelo 3 para Got-C fueron encontrados
en la población ubicada en la cabecera este del Lago Quillén. La presencia del alelo 2
especie-específico de Nothofagus nervosa (Gallo et al., 1997; Marchelli y Gallo, 1999),
diagnóstico para la detección de híbridos interespecíficos N. obliqua x N. nervosa, mostró
un patrón longitudinal en su frecuencia, con valores mayores en las poblaciones de
localización oeste, tanto en la cuenca del lago Quillén, como en Ñorquinco, a pesar de la
no presencia de poblaciones de N. nervosa en esta última. La población ubicada más al
norte y este de la distribución (Epulafquen) presentó los mayores valores de frecuencia
del alelo 2 para Adh, en un área en la que N. nervosa no vegeta (Figuras 2.1.2  y 2.1.3).

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

2.2 - Diferenciación

La diferenciación genética entre poblaciones, medida a través de la distancia genética de
Gregorius (Gregorius, 1974) aplicada a un análisis de clusters a través del Método
UPGMA (valor cofenético r=0.7604) mostró 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

Figura 2.2.2 - Caracol de Gregorius. Diferenciación entre poblaciones Dj
Obs.: las poblaciones pertenecientes a una misma cuenca se presentan en un mismo color.
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(Gregorius and Roberds, 1986)
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El test de Mantel para la correlación entre matrices de distancia genética y distancia
geográfica confirmó el resultado hallado en el dendrograma, con un r= 0.021. La
diferenciación del pool génico entre poblaciones, evaluada a través del parámetro Dj
(Figura 2.2.2 ) mostró a las poblaciones Ñorquinco 9 y Ñorquinco 10 como las más
diferenciadas respecto al complemento.

2.3 - Análisis entre cuencas y variación geográfica

El análisis de clusters tomando a las cuencas como OTUs mostró un dendrograma donde
Ñorquinco y Quillén constituyen un cluster con Lácar, mientras que Pilolil y Epulafquen
aparecen a una mayor distancia (Figura 2.3.1 ). Estas dos últimas cuencas conforman
regiones marginales dentro del área de distribución de la especie, localizadas al este y
norte, respectivamente.

Figura 2.3.1 - Dendrograma cuencas Nothofagus obliqua .
Referencias: L (Cuenca Lácar), Q (Cuenca Quillén), Ñ (Cuenca Ñorquinco), P (Cuenca Aluminé), E

(Cuenca Epulafquen)

Cuencas Nothofagus obliqua

Dendrograma

Distancia de Gregorius
0.020 0.034 0.048 0.061 0.075
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CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE NOTHOFAGUS OBLIQUA  Y N. ALPINA
MEDIANTE RAPD

INTRODUCCION

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

En Chile, estas especies están presentes en una superficie de 1.672.475 has., con una
amplia distribución geográfica que se extiende desde V hasta la X región, tanto en la
Cordillera de la Costa como en los Andes y desde los 500 m (raulí) hasta los 2.000 m
(roble) de altura. Esta amplia distribución geográfica a lo largo de Chile, podría ser el
resultado de una alta variabilidad genética en ambas especies, lo cual les permite
adaptarse a diferentes condiciones edafoclimáticas.

El conocimiento de la variabilidad genética de una especie es un requisito indispensable
para fijar estrategias de conservación, mejoramiento genético y su utilización racional.
Tradicionalmente, la descripción de la variabilidad se ha basado en la descripción
fenotípica (morfología, crecimiento y característica productivas) del germoplasma.
Actualmente, a este tipo de descripción se han incorporado otras metodologías como son
los marcadores moleculares para caracterizar las especies a nivel de genotipo. El análisis
de los marcadores moleculares es considerada una herramienta potencialmente
poderosa en la caracterización y descripción de la estructura genética del germoplasma.

Desde hace varias décadas, a través de la biología 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 Amplificación al azar del ADN polimórfico (RAPD),
una técnica basada en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta técnica usa partidores de 10 mers, para amplificar al azar secuencias del ADN
genómico en estudio. La amplificación 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, están su herencia Mendeliana, preferentemente
dominante, la facilidad de aplicación y su alta eficiencia en detectar polimorfismo. Esta
habilidad de detectar regiones de ADN altamente variables tiene una tremenda
potencialidad en identificación de razas, estudios de hibridación inter e intraespecífica, en
el estudio de la variación genética de poblaciones y en el mapeo de genes.
Adicionalmente, están la rapidez en la obtención 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 raulí, usando marcadores moleculares (RAPD); b) establecer posibles relaciones
entre la diversidad genética y su distribución geográfica; y c) detectar posibles híbridos entre
estas dos especies.
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El objetivo general de este estudio fue evaluar la variabilidad genética de poblaciones de
roble y raulí mediante marcadores genéticos, para ayudar a la conservación, el mejoramiento
genético y el manejo silvícola en ambas especies. Ello a través de los siguientes objetivos
específicos: a) Identificar y relacionar genéticamente procedencias de raulí y roble, mediante
marcadores moleculares (RAPD); b) asociar la información genética-molecular con la
distribución geográfica; y c) detectar introgresión entre poblaciones naturales de estas
especies.

MATERIALES Y MÉTODOS

Para el estudio de diversidad genética mediante RAPD, se analizaron 10 individuos dentro de
cada población chilena y argentina (Cuadro 1 ). La extracción de ADN se realizó desde hojas
jóvenes y liofilizadas, tanto para el estudio de diversidad genética, como para el de
introgresión (Cuadros 1 y 2 ). Durante la extracción de ADN, las hojas fueron maceradas en
un mortero en presencia de nitrógeno líquido. Al material macerado se le agregó 300 µl de
tampón de extracción (50 mM Tris pH 8,0; 0,7 M NaCl; 10mM EDTA; 2%CTAB y β-
mercaptoetanol) y se incubó durante 45 min. a 65°C.

Posteriormente, las muestras fueron enfriadas y se realizaron dos extracciones proteicas con
cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). La emulsión fue centrifugada a 4.500 rpm por 15 minutos,
para la separación de las fases. El sobrenadante acuoso se transfirió a un tubo limpio, y se
precipitó el ADN con Isopropanol. El precipitado fue lavado con etanol (76%; 10 mM NH4Ac) y
secado a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN fue resuspendido (TE pH 8.0) y tratado con
ARNasa y se midió su concentración en un fluorómetro (DyNA QuantTM, Hoefer).

Análisis molecular mediante RAPD

1. Screening de partidores . Se realizó 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 análisis de 340 individuos de roble y 110 de raulí. Para determinar
introgresión se analizaron 22 partidores de RAPD.

3. Ajustes de las condiciones de reacción y amplificación. La reacción de amplificación
del ADN se realizó primeramente en un volumen total de 25µl conteniendo: 10x buffer, 0,3
mM de MgCl2, 0,2 mM de cada nucleótido, 0,2 µM de partidor, 1 unidad de Taq
polimerasa. Durante este proceso se evaluaron tres concentraciones de ADN (5, 10 y 25
ηg) y dos condiciones de reacción y amplificación.

4. Análisis de las condiciones de amplificación . 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.
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Cuadro 1 - Material vegetal utilizado para los estudios de diversidad genética en
roble y raulí, mediante RAPD

País Macroclima Región Punto Reg. Prov. Comuna Lugar
Especie: Nothofagus obliqua (roble)

R. N. Los Ruiles VII Cauquenes Cauquenes Los RuilesCentro 2-C
Quirihue VIII Ñuble Quirihue Quirihue
Cayumanqui VIII Concepción Quillón Cerro Cayumanqui
Curanilahue VIII Arauco Curanilahue San José de Colico
L. Lanalhue VIII Arauco Cañete Cam. Cañete-Purén

Centro 3-C

Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén
Cuesta Lastarria IX Cautín Loncoche San AntonioSur 4-C
Cruces X Valdivia Valdivia Sector Cayumapu
Llancacura X Valdivia La Unión TrumaoSur 5-C
Purranque X Osorno Purranque Cam.Purranque-Frutillar
Victoria IX Malleco Victoria Inspector FernándezSur 6-D
Quepe IX Cautín Freire Quepe
Malalcahuello X Valdivia Lanco Purulón
Futrono X Valdivia Futrono Futrono

Sur 7-D

Rupanco X Osorno P. Octay Hacienda Rupanco
Vilches VII Talca San Clemente VilchesCentro 8-A
Bullileo VII Linares Parral Bullileo
R. Nac. Ñuble VIII Ñuble Recinto Las Trancas
Ralco VIII Bio-Bio Santa Bárbara Camino Ralco-Pangue
Recinto VIII Ñuble Pinto Cam.Pinto-Recinto km.10

Centro 9-A

Sta. Bárbara VIII Bio-Bio Santa Bárbara Parcela 43
L. Galletue IX Malleco Melipeuco Icalma
Cunco IX Cautín Cunco Lomacura
L. Colico IX Cautín Cunco Puerto Puma
Melipeuco IX Cautín Melipeuco El Manzano

Sur 11-A

Curarrehue IX Cautín Curarrehue Puesco
Choshuenco X Valdivia Panguipulli Puerto Fuy

CHILE

Sur 13-A
Llifén X Valdivia Futrono Llifén
Hua hum
Las Lagunas de
Epulaufquen
Quillén
Quillén 2
Quila Quina

ARGENTINA Sur 13-A

Pilolín
Especie: Nothofagus alpina (raulí)

Centro 3-C Pichipillahuén IX Malleco Galvarino Pichipillahuén

Las trancas X Valdivia La Unión Cam. Trumao-HueicollaSur 5-C
Huellusca X Osorno Purranque Huellusca

Radal 7 Tazas VII Curicó Molina RadalCentro 8-A

Emb. Bulileo VII Linares Parral Bullileo

Recinto VIII Ñuble Pinto Los Lleuques –Atacalco

Sta. Bárbara VIII Bio-Bio Santa Bárbara El huachi

Centro 9ª

Jauja IX Malleco Collipulli Jauja

Malalcahuello IX Malleco Curacautín MalalcahuelloSur 11- A

Curarrehue IX Cautín Curarrehue Puesco

CHILE

Sur 13-A Releco X Valdivia Panguipulli Releco
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Cuadro 2 - Material vegetal utilizado para los estudios de introgresión genética en
roble y raulí, mediante RAPD

Macroclima
  Población
Centro
  Quepe 427-I 427-IV 427-V
  Quepe 428-I 428-III 428-V
Sur
  Cunco 424-I 424-II 424-IV
  L. Colico 438-I 438-II 438-III 438-IV
  Cuesta Lastarria 449-I 449-II
  Curarrehue 458-II 458-III 458-V
  Llifén 505-II 505-IV
  Llancacura 517-III 517-IV

525-I 525-II 525-III 525-IV
  Rupanco 537-I 537-IV
  Purranque 550-I 550-II 550-V

Ambas condiciones de amplificación terminan con un período de extensión de 72°C por 10 min. y
de refrigeración a 4° hasta realizar la electroforesis.

El criterio de selección de la concentración de ADN y condiciones de amplificación a usar
en el estudio fueron la nitidez y reproducibilidad de los productos amplificados. Para este
análisis se utilizó un termocliclador de 96 muestras con tapa calefactora.

Electroforesis

Un total de 12 µl del producto de la amplificación se cargó en geles de agarosa (1,5%; 1X
TAE). La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 120 volts. En cada gel se
incluyó un marcador estándar (Ladder de 123 bp) para determinar el tamaño de los
fragmentos obtenidos. Posterior a la electroforesis, los geles fueron teñidos con bromuro
de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta para su posterior evaluación.

RESULTADOS

Diversidad Genética

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

Los resultados obtenidos muestran la diferente capacidad de detección de poliformismo
de algunos partidores (Figura 1 ). De los 20 partidores analizados, 17 detectaron bandas
de tamaño específico para cada especie. Se observó además que en menor proporción
ambas especies comparten bandas de idéntico tamaño molecular.

En roble el número de bandas amplificadas por partidor fluctuó entre 4 y 12. Para los 340
individuos de esta especie, se obtuvo un total de 158 bandas, de las cuales un 79%
fueron polimórficas. Por otro lado, en raulí 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 específicas y bandas de
idéntico tamaño para roble y raulí

Indices de similitud genética de roble

Cuando el análisis de similitud genética se realizó con todos los individuos de roble,
incluyendo la zona macroclimática centro y sur , los valores fluctuaron entre 0.73 y 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 área de distribución geográfica. Estos niveles
de diversidad son similares a los obtenidos en otros estudios realizados con RAPD en
especies forestales de polinización cruzada.

Cuando se analizaron los datos de roble, por zona macroclimática (centro y sur) en forma
separada, los valores de los coeficientes de similitud fueron similares a los obtenidos en la
distribución geográfica total. En la macrozona centro, sólo para una población, Los ruiles,
Cauquenes de la VII Región se obtuvo un promedio de 0.90, lo cual indica un menor
grado de diversidad entre los individuos colectados en esta población (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 ).
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Cuadro 3 - Indices de similitud de Nothofagus obliqua  chilenas y argentinas determinados por RAPD. Promedio por
población (10 individuos)

Población Región 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Los Ruiles VII-Cauquenes 0.8784

Quirihue VIII-Ñuble 0.78 0.85

Cayumanqui VIII-Concep. 0.80 0.79 0.88

Curanilahue VIII-Arauco 0.77 0.78 0.79 0.85

L. Lanalhue VIII-Arauco 0.77 0.80 0.80 0.80 0.87

Pichipillahuén IX-Malleco 0.72 0.76 0.76 0.75 0.77 0.86

Victoria IX-Malleco 0.79 0.79 0.80 0.79 0.80 0.75 0.86

Vilches VII-Talca 0.78 0.78 0.79 0.78 0.78 0.73 0.78 0.86

Quepe IX-Cautín 0.78 0.78 0.81 0.78 0.79 0.75 0.80 0.77 0.87

Bullileo VII-Linares 0.75 0.74 0.76 0.75 0.76 0.73 0.76 0.75 0.77 0.86

R. N. Ñuble VIII-Ñuble 0.76 0.77 0.78 0.75 0.75 0.74 0.77 0.75 0.76 0.76 0.83

Ralco VIII-Bío-Bío 0.79 0.81 0.80 0.79 0.80 0.76 0.78 0.79 0.79 0.74 0.77 0.86

Recinto VIII-Ñuble 0.78 0.80 0.81 0.80 0.80 0.77 0.81 0.80 0.79 0.77 0.79 0.80 0.88

Santa Bárbara VIII-Bío-Bío 0.77 0.78 0.79 0.81 0.79 0.74 0.80 0.78 0.79 0.75 0.75 0.78 0.79 0.85

Cuesta Lastarria IX-Cautín 0.78 0.77 0.79 0.79 0.78 0.74 0.81 0.78 0.80 0.76 0.77 0.79 0.80 0.79 0.85

Cruces X-Valdivia 0.79 0.79 0.81 0.79 0.80 0.73 0.79 0.79 0.80 0.76 0.76 0.79 0.79 0.78 0.77 0.88

Llancacura X-Valdivia 0.78 0.80 0.81 0.81 0.81 0.77 0.81 0.78 0.81 0.76 0.78 0.81 0.82 0.81 0.82 0.79 0.88

Purranque X-Osorno 0.76 0.80 0.79 0.78 0.82 0.75 0.78 0.79 0.76 0.75 0.75 0.79 0.79 0.76 0.77 0.79 0.80 0.86

Malalhue IX-Malleco 0.77 0.81 0.80 0.79 0.82 0.76 0.80 0.79 0.79 0.76 0.77 0.79 0.80 0.78 0.79 0.82 0.81 0.84 0.89

Futrono X-Valdivia 0.76 0.77 0.79 0.80 0.79 0.76 0.78 0.76 0.79 0.75 0.77 0.78 0.80 0.79 0.79 0.77 0.82 0.76 0.77 0.85

Rupanco X-Osorno 0.77 0.80 0.80 0.79 0.81 0.74 0.79 0.79 0.78 0.76 0.75 0.78 0.80 0.77 0.77 0.82 0.80 0.83 0.84 0.77 0.88

Melipeuco IX-Cautín 0.77 0.78 0.76 0.77 0.75 0.72 0.74 0.77 0.74 0.71 0.74 0.79 0.77 0.76 0.76 0.76 0.78 0.76 0.76 0.76 0.75 0.85

L.Galletué IX-Malleco 0.77 0.79 0.80 0.77 0.78 0.75 0.78 0.79 0.79 0.75 0.76 0.79 0.79 0.78 0.77 0.78 0.80 0.79 0.80 0.77 0.80 0.75 0.86

Cunco IX-Cautín 0.78 0.77 0.79 0.79 0.77 0.73 0.80 0.77 0.78 0.75 0.78 0.78 0.80 0.78 0.81 0.78 0.81 0.76 0.78 0.78 0.77 0.75 0.77 0.85

L. Colico IX-Cautín 0.79 0.80 0.80 0.79 0.80 0.74 0.80 0.79 0.79 0.77 0.76 0.80 0.80 0.79 0.79 0.80 0.80 0.80 0.81 0.77 0.80 0.76 0.80 0.78 0.87

Curarrehue IX-Cautín 0.77 0.77 0.78 0.77 0.78 0.74 0.78 0.77 0.77 0.75 0.77 0.77 0.78 0.78 0.78 0.80 0.78 0.78 0.80 0.77 0.79 0.77 0.77 0.76 0.80 0.86

Choshuenco X-Valdivia 0.79 0.78 0.79 0.79 0.79 0.73 0.80 0.78 0.80 0.74 0.76 0.80 0.79 0.80 0.79 0.80 0.81 0.78 0.80 0.79 0.78 0.78 0.78 0.79 0.80 0.78 0.86

Llifén X-Valdivia 0.81 0.81 0.80 0.79 0.80 0.75 0.80 0.80 0.79 0.76 0.78 0.82 0.80 0.79 0.80 0.80 0.80 0.81 0.82 0.78 0.79 0.79 0.79 0.80 0.81 0.80 0.81 0.88

Huahum Argentina 0.75 0.75 0.77 0.78 0.76 0.73 0.77 0.76 0.76 0.73 0.75 0.77 0.80 0.76 0.79 0.76 0.79 0.75 0.77 0.76 0.77 0.75 0.76 0.78 0.76 0.75 0.76 0.77 0.85

Las lagunas Argentina 0.73 0.75 0.75 0.76 0.73 0.73 0.75 0.76 0.75 0.74 0.75 0.75 0.77 0.76 0.76 0.75 0.77 0.72 0.73 0.76 0.74 0.74 0.74 0.76 0.74 0.74 0.74 0.75 0.77 0.82

Quillén Argentina 0.77 0.78 0.79 0.80 0.78 0.77 0.80 0.79 0.79 0.76 0.77 0.80 0.82 0.79 0.79 0.79 0.81 0.76 0.77 0.78 0.78 0.76 0.78 0.80 0.78 0.76 0.77 0.78 0.81 0.80 0.89

Quillén 2 Argentina 0.78 0.80 0.81 0.81 0.79 0.78 0.81 0.80 0.79 0.76 0.77 0.81 0.83 0.80 0.80 0.80 0.82 0.79 0.80 0.78 0.81 0.77 0.79 0.81 0.80 0.77 0.79 0.80 0.82 0.79 0.85 0.89

Quilaquina Argentina 0.75 0.77 0.78 0.79 0.77 0.76 0.79 0.78 0.79 0.74 0.75 0.77 0.79 0.79 0.79 0.79 0.80 0.76 0.78 0.78 0.78 0.76 0.77 0.79 0.77 0.78 0.78 0.77 0.80 0.78 0.82 0.83 0.85

Pilolín Argentina 0.78 0.78 0.79 0.79 0.76 0.76 0.79 0.77 0.79 0.76 0.77 0.79 0.80 0.78 0.79 0.78 0.80 0.76 0.77 0.77 0.78 0.77 0.77 0.79 0.78 0.77 0.78 0.79 0.80 0.78 0.83 0.82 0.80 0.85
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Cuadro 4 - Indices de similitud de Nothofagus obliqua chilenas del macroclima
centro determinados por RAPD. Promedio por población (10 individuos)

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

Agrupación de poblaciones de roble mediante análisis de RAPD

En el dendrograma generado por los coeficientes de similitud (Fig. no incluída) se apreció
una distribución de los individuos, independiente a su origen geográfico. La agrupación de
individuos de una misma población, y a una zona climática fue baja. Sin embargo, en el
dendrograma que incluyó sólo las poblaciones de la zona  macroclima centro, se observó
una mayor tendencia a la agrupación de individuos pertenecientes a la misma
procedencia (Fig. 2). Poe ejemplo, Los Ruiles, Recinto, Cayumanqui, Lago Lanalhue,
Quepe, Victoria, R, Nac. Ñuble, Bullileo y Pichipillahuén presentaron una mayor tendencia
a agrupar los individuos pertenecientes a sus poblaciones.

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

Los Ruiles VII-Cauquenes 0.878

Quirihue VIII-Ñuble 0.78 0.85

Cayumanqui VIII-Concep. 0.80 0.79 0.88

Curanilahue VIII-Arauco 0.77 0.78 0.79 0.85

L. Lanalhue VIII-Arauco 0.77 0.80 0.80 0.80 0.87

Pichipillahuén IX-Malleco 0.72 0.76 0.76 0.75 0.77 0.86

Victoria IX-Malleco 0.79 0.79 0.80 0.79 0.80 0.75 0.86

Vilches VII-Talca 0.78 0.78 0.79 0.78 0.78 0.73 0.78 0.86

Quepe IX-Cautín 0.78 0.78 0.81 0.78 0.79 0.75 0.80 0.77 0.87

Bullileo VII-Linares 0.75 0.74 0.76 0.75 0.76 0.73 0.76 0.75 0.77 0.86

R. N. Ñuble VIII-Ñuble 0.76 0.77 0.78 0.75 0.75 0.74 0.77 0.75 0.76 0.76 0.83

Ralco VIII-Bío-Bío 0.79 0.81 0.80 0.79 0.80 0.76 0.78 0.79 0.79 0.74 0.77 0.86

Recinto VIII-Ñuble 0.78 0.80 0.81 0.80 0.80 0.77 0.81 0.80 0.79 0.77 0.79 0.80 0.88

Santa Bárbara VIII-Bío-Bío 0.77 0.78 0.79 0.81 0.79 0.74 0.80 0.78 0.79 0.75 0.75 0.78 0.79 0.85

Población Región 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Cuesta Lastarria IX-Cautín 0.85

Cruces X-Valdivia 0.77 0.88

Llancacura X-Valdivia 0.82 0.79 0.88

Purranque X-Osorno 0.77 0.79 0.80 0.86

Malalcahuello IX-Malleco 0.79 0.82 0.81 0.84 0.89

Futrono X-Valdivia 0.79 0.77 0.82 0.76 0.77 0.85

Rupanco X-Osorno 0.77 0.82 0.80 0.83 0.84 0.77 0.88

Melipenco IX-Cautín 0.76 0.76 0.78 0.76 0.76 0.76 0.75 0.85

L.Galletué IX-Malleco 0.77 0.78 0.80 0.79 0.80 0.77 0.80 0.75 0.86

Cunco IX-Cautín 0.81 0.78 0.81 0.76 0.78 0.78 0.77 0.75 0.77 0.85

L. Colico IX-Cautín 0.79 0.80 0.80 0.80 0.81 0.77 0.80 0.76 0.80 0.78 0.87

Curarrehue IX-Cautín 0.78 0.80 0.78 0.78 0.80 0.77 0.79 0.77 0.77 0.76 0.80 0.86

Choshuenco X-Valdivia 0.79 0.80 0.81 0.78 0.80 0.79 0.78 0.78 0.78 0.79 0.80 0.78 0.86

Llifén X-Valdivia 0.80 0.80 0.80 0.81 0.82 0.78 0.79 0.79 0.79 0.80 0.81 0.80 0.81 0.88

Huahum Argentina 0.79 0.76 0.79 0.75 0.77 0.76 0.77 0.75 0.76 0.78 0.76 0.75 0.76 0.77 0.85

Las lagunas Argentina 0.76 0.75 0.77 0.72 0.73 0.76 0.74 0.74 0.74 0.76 0.74 0.74 0.74 0.75 0.77 0.82

Quillén Argentina 0.79 0.79 0.81 0.76 0.77 0.78 0.78 0.76 0.78 0.80 0.78 0.76 0.77 0.78 0.81 0.80 0.89

Quillén 2 Argentina 0.80 0.80 0.82 0.79 0.80 0.78 0.81 0.77 0.79 0.81 0.80 0.77 0.79 0.80 0.82 0.79 0.85 0.89

Quila Quina Argentina 0.79 0.79 0.80 0.76 0.78 0.78 0.78 0.76 0.77 0.79 0.77 0.78 0.78 0.77 0.80 0.78 0.82 0.83 0.85

Pilolín Argentina 0.79 0.78 0.80 0.76 0.77 0.77 0.78 0.77 0.77 0.79 0.78 0.77 0.78 0.79 0.80 0.78 0.83 0.82 0.80 0.85
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Figura 2 - Dendrograma de poblaciones de roble, pertenecientes
al macroclima centro

Cuando el dendrograma incluyó sólo las poblaciones del macroclima sur, se observó una
agrupación 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 observó
algún grado de agrupamiento entre individuos de la misma población (Fig. 3 ). Un tercer
grupo en la parte inferior del dendrograma estuvo integrado por roble proveniente de
Argentina y en forma integrada se agrupó con roble de origen chileno.
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Figura 3 - Dendrograma de poblaciones de roble, de origen chileno y argentino,

pertenecientes al macroclima sur

Indices de similitud genética de raulí

Cuando el análisis de similitud genética se realizó con todos los individuos de raulí,
incluyendo la zona macroclimática 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 área de distribución geográfica. Estos niveles
de diversidad son similares a los obtenidos en roble, con los mismos partidores de RAPD.
Además están dentro de valores de similitud genética de otras especies de polinización
cruzada.
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Cuadro 6 - Indices de similitud genética entre poblaciones de N. alpina  provenientes
de las zonas macroclimáticas centro y sur de Chile

Macroárea Procedencia Población 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 Bárbara 0.83 0.82 1.00
CENTRO  9A Jauja 0.79 0.83 0.80 1.00
CENTRO  8A Radal 7 tazas 0.80 0.80 0.80 0.78 1.00
SUR  5C Huellusca 0.80 0.82 0.81 0.79 0.86 1.00
SUR 11A Curarrehue 0.78 0.80 0.78 0.79 0.80 0.81 1.00
SUR 13A Releco 0.78 0.82 0.77 0.80 0.79 0.80 0.83 1.00
SUR 11A Malalcahuello 0.80 0.80 0.79 0.78 0.80 0.81 0.82 0.82 1.00
CENTRO  3C Pichipillahuén 0.82 0.80 0.83 0.79 0.81 0.81 0.78 0.80 0.79 1.00
CENTRO  9A Recinto 0.81 0.80 0.81 0.78 0.78 0.81 0.82 0.80 0.79 0.79 1.00

Cuando se analizaron los datos de raulí, separadamente para las zonas macroclimáticas
centro y sur. Los valores de los coeficientes de similitud obtenidos en la distribución
geográfica central fluctuaron entre 0.78 y 0.83, mientras que el promedio fue de 0.86
(Cuadro 7 ). Mientras que en la zona macroclimática 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 macroclimática  centro de Chile.

Macroárea Procedencia Población 1 2 3 4 5 6
CENTRO 9ª Recinto, Ñuble 1.00
CENTRO 3C Pichipillahuén, Malleco 0.79 1.00
CENTRO 8ª Radal 7 tazas, Curicó 0.78 0.81 1.00
CENTRO 8ª Embalse  Bullileo, Linares 0.80 0.80 0.80 1.00
CENTRO 9ª Santa Bárbara, Los Angeles 0.81 0.83 0.80 0.82 1.00
CENTRO 9ª Jauja, Malleco 0.78 0.79 0.78 0.83 0.80 1.00

Cuadro 8 - Indices de similitud genética entre poblaciones de N. alpina  provenientes
de la zona macroclimática sur de Chile.

Macroárea Procedencia Población 1 2 3 4 5
SUR  5C Las trancas, Valdivia 1.00
SUR  5C Huellusca, Osorno 0.80 1.00
SUR 11ª Curarrehue, Cautín 0.78 0.81 1.00
SUR 13ª Releco, Valdivia 0.78 0.80 0.83 1.00
SUR 11ª Malalcahuello, Malleco 0.80 0.81 0.82 0.82 1.00

Agrupación de poblaciones de raulí mediante análisis de RAPD

En el dendrograma generado por los coeficientes de similitud de raulí provenientes de los
macroclimas centro y sur (Fig. 4 ), se apreció una distribución, en los grupos inferiores del
dendrograma, dependiente del origen geográfico. El grupo superior incluyó individuos de
ambas zonas macroclimáticas.
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Figura 4 - Dendrograma de poblaciones de raulí chileno
perteneciente al macroclima sur

Cuando el análisis de agrupamiento se realizó con los datos generados por las
poblaciones de raulí del macroclima central, se observó una fuerte tendencia a que los
individuos provenientes de una misma población 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. Además, las poblaciones (puntos de muestreo)
Radal 7 tazas y Embalse Bullileo,  Jauja y Recinto, pertenecientes a la misma región de
procedencia y zona macroclimática se agruparon en el mismo cluster. Estas procedencias
involucran individuos de la región de muestreo andina (A). Pichipillahuén, procedencia de
la cordillera de la costa se agrupó con Santa Bárbara de la región andina y situada ambas
en la misma latitud.
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  Figura 5 - Dendrograma de poblaciones de raulí chileno perteneciente
al macroclima centro

Cuando el análisis de agrupamiento se realizó con los datos generados por las
poblaciones de raulí del macoclima sur, se observó también una clara tendencia a que los
individuos provenientes de una misma población se agruparan (Fig. 6 ). Por ejemplo, para
las poblaciones Las Trancas, Rahue, Malalcahuello y Releco agruparon a la mayoría 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 además una agrupación entre poblaciones provenientes de regiones
geográficas continuas, como son: Curarrehue y Releco, de la región andina, 11A y 15A,
respectivamente.
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Figura 6 - Dendrograma de poblaciones de raulí chileno perteneciente
al macroclima centro

Introgresión

Usando los partidores especie específicos para determinar y/o confirmar la presencia de
híbridos naturales entre Roble y raulí, se amplificaron los híbridos colectados del huerto
Huillilemu. Existe una alta correlación entre la identificación morfológica y la molecular
determinada por los partidores de RAPD usados en este estudio (Fig. 7 ).

A nivel de las procedencias analizadas, se detectó un 66,7% de híbridos, mientras que a
nivel de individuos se confirmó en un 34,5%.

Figura 7 - Determinación de híbridos mediante partidores especie específicos
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Uso de PCR-RFLP

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

Estas regiones pueden ser estudiadas por secuenciación o digestión con un número de
enzimas de restricción para determinar el número de polimorfismos (RFLP-PCR). Para
estudiar la diversidad de las poblaciones clasificados en base a su fenotipo como híbridos
entre roble-raulí, y la dirección de introgresión, se establecieron los parámetros de
amplificación (PCR) y de restricción con enzimas de corte frecuente (RFLP). En el
proyecto se analizaron 31 individuos provenientes de poblaciones híbridas. Sin embargo
no fue posible determinar variabilidad ni dirección de introgresión, debido al
monomorfismo presentado en las combinaciones generadas por lo 9 set de partidores y 8
enzimas de restricción utilizadas en el estudio.

Figura 8 - Patrones monomórficos de PCR-RFLP obtenidos con la combinación del
partidor de cloroplasto 4 y Tha I
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DIFERENCIACIÓN GENÉTICA DETECTADA CON MARCADORES DE ADN DE
CLOROPLASTO

COMPONENTE ARGENTINO

Metodología

La metodología utilizada en las diferentes etapas del Proyecto se halla descripta en forma
detallada en las publicaciones científicas, capítulos 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
polimórficas de ADN de cloroplasto en 20 poblaciones de Argentina y 11 de Chile. De
estas poblaciones se analizaron plántulas recién germinadas o yemas. Al no encontrarse
variación intrapoblacional en el trabajo previo, la muestra se estableció entre dos y cuatro
individuos por población, en función de lo establecido por Pons & Petit (1995). Las
combinaciones de primer/enzyma que detectaron variación y fueron utilizadas son:
DT/TaqI y FV/TaqI (Fig. 1.1 ).

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

Se detectaron en total cinco haplotipos entre las poblaciones Argentinas y Chilenas
(Cuadro 1.1 ). La distribución geográfica de los haplotipos presentó una marcada
estructuración, 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 evidenció una diferenciación a nivel latitudinal (Fig. 1.2 ). Estos resultados sugieren la
existencia de múltiples refugios para la especie durante las últimas glaciaciones. Por otro
lado, la separación 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 - Descripción de los cinco haplotipos detectados en Nothofagus nervosa
y poblaciones en los cuales se encontraron. Los fragmentos polimórficos se

marcaron en orden decreciente de peso molecular .

Figura 1.2 - Distribución geográfica de los haplotipos encontrados en poblaciones
argentinas y chilenas de Nothofagus nervosa.

Haplotipo FV/TaqI DT/TaqI Poblaciones

I 3 2 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20  Andes Sur

II 4 3 16, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28            Andes Norte

III 1 2 21                                                     Andes Centro (Neltume)
IV 2 1 29                                                        Costa Sur (Chol Chol)
V 4 2 30                                                   Costa Norte (Nahuelbuta)

References
Haplotype I
Haplotype II
Haplotype III
HaplotypeIV
Haplotype V
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2. ROBLE

Para el estudio a través de cpADN se utilizó tejido foliar de plántulas obtenidas en
vivero (invernáculo y cantero) para este fin. Para este análisis se evaluaron 10
individuos en dos poblaciones con el objetivo de verificar la posible existencia de
variación intrapoblacional. Debido a que se comprobó la ausencia de variación
intrapoblacional, el tamaño muestral se redujo a 5 individuos para el resto de las
poblaciones (ej. MÁTYÁS and SPERISEN, 2001). Para este análisis se aplicó el
método conocido como PCR-RFLP o CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence) que consiste en la digestión del producto de amplificación con enzimas
específicas de restricción para luego visualizarlo en gel de acrilamida con tinción
con bromuro de etidio (CERVERA et al., 2000). El 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 amplificación de regiones no codificantres de ADN de
cloroplasto en plantas (TABERLET et al., 1991; DEMESURE et al., 1995;
DUMOLIN-LÁPEGUE et al., 1997). Este análisis permitió realizar una diferenciación
genética en las poblaciones analizadas a partir de haplotipos, que posibilita la
inferencia de localización de posibles refugios glaciarios y reconstrucción de rutas
migratorias de la especie luego de la retracción de los hielos.

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

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

POBLACIÓN Haplotipo
DT/Taq I DT/HaeIII FV/TaqI

Las Lagunas 13 2 2
Quillén 6 3 1  4
Quillén 7 3 1
Quillén 8 3 1
Ñorquinco 9 3 1
Ñorquinco 10 3 1
Ñorquinco 11 3
Pilolil 12 3 1 4
Lácar Yuco 2 2
Lácar Nonthué 3 2 2
Lácar Hua Hum 4 2 2
Lácar Pío Protto 5 2 2
Lácar Quila Quina 14 2 2 2
2 C (Cord. Costa) 3
3 C (Cord. Costa) 3 1
4 C (Cord. Costa) 3
6 D (Valle Long.) 3 1
8 A (Cord. Andes) 2
9 A (Cord. Andes) 2
11 A (Cord. Andes) 2 2
13 A (Cord. Andes) 2

En el Cuadro 2.2  se resumen a nivel de cuenca (poblaciones argentinas) y región
(poblaciones chilenas), los haplotipos encontrados.
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Cuadro 2.2 - Haplotipos poblaciones Nothofagus obliqua  por cuenca/región

Cuenca/Región DT/TaqI DT/HaeIII FV/TaqI
EPULAFQUEN 2 2
ÑORQUINCO 3 1
PILOLIL 3 4
QUILLÉN 3 1 4
LÁCAR 2 2 2
CORD.  COSTA 3 1
VALLE MEDIO 3 1
CORD. ANDES (Chile) 2 2

Tanto las poblaciones de distribución argentina, como las de distribución chilena,
presentaron, para las combinaciones primer/enzima DT/TaqI, DT/HaeIII y FV/TaqI, 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 patrón de distribución latitudinal respecto al Volcán Lanín, excepto para Lagunas de
Epulafquen. Las poblaciones chilenas presentaron un patrón de tipo longitudinal, asociado
a la región geográfica de localización de las poblaciones. El análisis de las poblaciones en
su conjunto a partir de los resultados hallados hasta el presente posibilitó observar que
tanto las poblaciones chilenas de la Cordillera de los Andes (norte, centro y sur), como las
de distribución 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 distribución norte en Argentina,
excepción hecha para población Epulafquen. Estos resultados, con haplotipos
compartidos por las distribuciones en cada país 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 localización 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 isoenzimáico. La Figura 2.1  muestra
en forma esquemática a distribución geográfica de los haplotipos hallados en las
poblaciones analizadas.
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Figura 2.1 - Mapa distribución haplotipos Nothofagus

Referencias
Distribución haplotipos poblaciones Nothofagus obliqua combinación Primer-Enzima DT/TaqI
banda 2: amarillo
banda 3: marrón
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CONSERVACIÓN DE SEMILLA DE MEDIOS HERMANOS Y  ESTABLECIMIENTO DE
ENSAYOS DE PROGENIE

INTRODUCCION

La diversidad genética es la piedra angular para la selección y el mejoramiento futuros y
es, a la vez, fundamental para permitir a los árboles adaptarse a cambios climáticos o a
nuevas plagas. Los productos aportados por los árboles 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 conservación es el manejo sostenible de los bosques, en aquellos
casos en que aún no han sido objeto de erosión genética. Como lo anterior no es la
norma, ya que una gran parte de los bosques naturales se encuentran en estado
avanzado de degradación, es necesario recurrir a medidas especiales de conservación.
La aproximación preferida para la conservación de recursos genéticos forestales es,
normalmente, mantener el pool genético en rodales vivientes, de modo que ellas puedan
responder a cambios climáticos o del ambiente, en general, prosiguiendo el proceso
evolutivo; lo anterior, en sus ecosistemas naturales, lo que constituye la conservación in
situ.

Lamentablemente, no siempre es posible aplicar el método anterior. En muchos casos, las
poblaciones naturales están bajo presión y existen probabilidades de que desaparezcan,
debido a acciones antrópicas, preferentemente. En situaciones de alto riesgo para las
poblaciones naturales, es preciso recurrir a la estrategia ex situ; dentro de esta opción, la
mejor alternativa sería la realización de plantaciones a escala operacional, lo cual pondría
a las especies así utilizadas en resguardo frente a una probable extinción. Pero no todas
las especies suelen ser plantadas masivamente, ya que algunas sólo tienen valor de
opción; por lo tanto, como una respuesta a este problema, que es de carácter mundial, se
han desarrollado algunas estrategias, entre las cuales la conservación de germoplasma y
el establecimiento de procedencias y/o progenies aparecen como las más probables de
ser ejecutadas en Chile.

La conservación de germoplasma corresponde a preservación genética, en que se toman
medidas anticipadamente, poniendo el recurso a cubierto de daño o peligro; en esta
situación, no opera la evolución, 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 deberían hacerse esfuerzos a partir de ahora, en que se cuenta con predictores
de longevidad para tales especies. Roble y raulí 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 raulí, a 6% de contenido de humedad, almacenado a 2°C ha
mantenido inalterable su viabilidad por 17 años. 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
raulí, en un horizonte de 12 años.

Sin duda que el método más aconsejable en el caso de especies forestales es el
establecimiento de unidades ex situ, entre las cuales los ensayos de progenies aparecen
como las más importantes por la variada aplicación que ellos tienen. En efecto, al igual
que en todos los cultivos, en especies forestales como roble y raulí el objetivo principal de
estos ensayos es la determinación de parámetros genético-estadísticos como la
heredabilidad y las aptitudes combinatorias, a la vez que permiten la selección genética
“hacia atrás” 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 conservación del material establecido, sobre todo si se
realizan a partir de bases genéticas adecuadas, como un número mínimo de progenitores
representados, una cantidad de medios hermanos que garantice selecciones futuras, y tal
vez lo más importante, que se establezcan sobre diferentes tipos de condiciones
ambientales emulando el sistema de mejora basado en poblaciones múltiples. En el caso
de Chile, el esfuerzo más notable en esta área, antes del Proyecto FONTAGRO, es el
ensayo de progenies de 27 medios hermanos de raulí, establecido al amparo del Proyecto
FONDEF “Mejoramiento Genético para Especies de Nothofagus de Interés Económico”.
Cada una de estas 27 madres está representada por 30 hijos (medios hermanos entre sí),
en un diseño de bloques completos al azar, utilizando parcela de árbol individual, con 30
repeticiones.

Objetivos

1. Constituir una población base con estructura familiar conocida para efectuar las
selecciones que darán origen a la siguiente generación de mejoramiento

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

3. Permitir la evaluación de parámetros genéticos que orienten la estrategia de
mejoramiento genético de largo plazo

4. Entregar información del desempeño en terreno del material ensayado, el cual
combinado con la información que se obtenga por los análisis moleculares permitirá
una definición mas depurada de las regiones de procedencia  y contribuir a un
adecuado ordenamiento territorial y genético de este recurso en Chile.

MATERIALES Y MÉTODOS

La semilla de las poblaciones de roble y raulí fueron colectadas en las 14 zonas de
procedencia de roble y en las siete zonas de procedencia de raulí. Esta actividad se
realizó durante tres temporadas debido al añerísmo y a la baja calidad de la semilla
colectada, principalmente por problema de daño de insectos y bajo poder de germinación.
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
año 2002/2003 se almacenará en una cámara de frío para su conservación. En el año
2002/2003 se colectó semilla de una población por región de procedencia en roble
(Cuadro 1 ) y raulí (Cuadro 2 )
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Cuadro 1 - Región de procedencia, población, número de árboles y semilla (g) por
año de colecta de roble en Chile.

1998/1999 1999/2000
REGIÓN Punto o población N°

arboles
Semilla

(g)
N°

árboles
Semilla

(g)
  1.Til-Til 10 320 7 771
  2. Lampa 0 0 10 565

1-C

  3. Alhue 7 22,5 7 629
  4. Alto colorado 7 54 7 508
  5. R. N. Los Ruiles 10 118 7 542
6.1  Ninhue 10 633 - -

2-C

6.2  Quirihue 11 446 - -
  7. Cayumanqui 10 195 7 212
  8. Curanilahue 10 167 7 316
  9. L. Lanalhue 10 264 - -

3-C

10. Pichipillahuén 10 482 - -
11. Cuesta Lastarria 10 214 - -4-C
12. Cruces 11 1552 - -
13. Llancacura 10 1386 - -
14. Rio negro 10 3264 - -

5-C

15. Purranque 10 2708 - -
16. Victoria 10 456 - -6-D
17. Quepe 10 467 - -
18. Malalhue 4 250 - -
19. Futrono 10 1130 - -

7-D

20. Rupanco 10 790 - -
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

8-A

25. Bullileo 10 81 7 568
26. R. Nac. Ñuble 10 565 - -
27. Ralco 10 168 3 372
28. Recinto 10 497 - -

9-A

29.Sta. Bárbara 10 517 - -
10-A 30. Loncopué, Arg. 0 0 - -

31. L. Galletue 9 116 - -
32. Cunco 10 473 - -
33. L. Colico 10 188 - -

11-A

34. Curarrehue 10 344 - -
35. Paso Pino Hachado, Arg 0 0 - -12-A
36. Aluminé, Arg. 0 0 - -
37. Choshuenco 10 605 - -13-A
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 - Región de procedencia, población, número de árboles y semilla (g) por
año de colecta de raulí en Chile

1998/1999 1999/2000
REGIÓN Punto N°

arboles
Semilla

(g)
N°

arboles
Semilla

(g)
  1. Quebrada Bellavista 0 0
  2. Cord. Nahuelbuta 10 107 7 149

3-C

  3. Pichipillahuén 10 130 2 102
  4. Las trancas 10 2875-C
  5. Huellusca 10 244
  6. Radal 7 Tazas 10 115 2 98
  7. Vilches 10 63 1 78

8-A

  8. Emb. Bullileo 10 85
  9. Recinto 10 183
10. Sta. Bárbara 10 142 3 144

9-A

11.Jauja 10 150 2 139
12. Malalcahuello 10 49 7 78
13. Melipeuco 10 80 10 274

11-A

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 viverización, tratamientos germinativos, siembra y cuidados culturales
de las plantas producidas bajo condiciones de invernadero, se desarrollaron bajo la
metodología definida y aplicada por la Empresa Forestal Agrícola Monteáguila S.A., en las
especies de roble y raulí.

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

Con este material se establecieron cinco ensayos de raulí y tres de roble. Estos ensayos
se establecieron en el patrimonio de Empresas forestales y en áreas administradas por la
Corporación Nacional Forestal. En su instalación se utilizaron las técnicas silvícolas
recomendadas en un diseño experimental de Bloques Completos al Azar, con parcelas de
una planta (Single tree plot) y plantaciones en fajas para efectos de protección lateral. En
el establecimiento de los ensayos participaraon investigadores del INFOR, y la
Universidad Austral de Chile con la colaboración de CONAF, y las Empresas Agrícola 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 raulí fueron ubicados en las regiones VIII y X (Cuadro
3).
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Cuadro 3 - Ubicación geográfica de los ensayos de progenie de roble y raulí con la
semilla colectada con financiamiento del proyecto

Especie Predio Empresa Región Provincia Comuna
Roble Remeco For. Neltume Carranco S:A X Valdivia Panguipulli

Pumillahue CONAF X Valdivia Lanco
Arquilhue Agrícola y Forestal Taquihue Ltda. X Valdivia Futrono

Raulí El Morro JCE Chile Ltda VIII BioBio Mulchén
Remeco For. Neltume Carranco S:A X Valdivia Panguipulli
Pilmaiquen COFOMAP X Valdivia Panguipulli
Huillilemu CONAF X Valdivia Mariquina
Arquilhue Agrícola y Forestal Taquihue Ltda. X Valdivia Futrono

CONCLUSIONES

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

2. El financiamiento de las plantaciones fue obtenido de empresas públicas 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 mantendrá en cámara fría
con propósitos de conservación de estas especies. La colecta en esta temporada
incluyó a una 11 poblaciones de roble y a seis procedencias de raulí. En el futuro se
pretende aumentar el número 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 área de distribución en Argentina. Durante el período de ejecución del proyecto se
siguió recolectando en tres poblaciones. También se recolectaron semillas de árboles
individuales pertenecientes a las zonas de Tromen (25 árboles), Lácar (20 árboles) y
Bahía Azul (25 árboles).

Parte de la semilla se utilizó en los análisis de laboratorio, parte se sembró y parte se
guardó 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 área natural de distribución del Raulí (Pucará, Yuco Alto) y dos por fuera de esta
distribución, en el Campo Forestal del INTA en Trevelin y en propiedad privada próxima al
Lago Meliquina.

Los Cuadros 1  y 2 muestran la cantidad de semilla almacenada en freezer.
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Cuadro 1 - Cantidad de semillas de poblaciones de Raulí almacenada en freezer

Población 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 Raulí 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
BA6 54
BA7 68
BA8 38
BA9 64
BA10 20
BA11 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 (años 2000, 2001, 2002) a lo largo de la
duración del Proyecto en las 14 poblaciones de Nothofagus obliqua Roble Pellín, de
distribución en Argentina. La metodología consistió en la colocación de redes a 1,5 m del
suelo antes de la caída de los frutos (meses enero - febrero). Se colocaron 10 redes por
población, y estimando un aporte por red de 5-6 árboles, se infiere que 50-60 árboles
contribuyen en la producción por rodal. Los datos de cantidad de semilla en gramos por
población, correspondientes a los años de cosecha 2000, 2001 y 2002 se presentan en el
Cuadro 3 .

Cuadro 3 - Registro de semilla Nothofagus obliqua almacenada

Población Semilla (g)
Bandurrias 1 2,00
Yuco 2 4618,81
Nonthué 3 688,86
Hua Hum 4 1595,78
Pío Protto 5 1287,46
Quillén 6 - Casa Guardaparque 248,93
Quillén 7 - Corral de Bueyes 61,17
Quillén 8 - Fonndo del Lago 58,15
Ñorquinco 9 - Pulmarí 246,82
Ñorquinco 10 - Oeste Secc. 199,56
Ñorquinco 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
árboles madre, pertenecientes a las poblaciones Quila Quina (cuenca Lago Lácar) y Pilolil
(cuenca Río Aluminé). Parte de esta semilla fue utilizada en el análisis de control genético
donde se confirmó el modo de herencia de los loci isoenzimáticos hallados y la relación
inequívoca entre fenotipo y genotipo. La semilla correspondiente tanto a poblaciones
como a familias de medio hermanos se conserva en cámara de frío (4ºC), limpia y en
envases plásticos para su utilización en el futuro. Como parte de la estrategia y política 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 (tamaño de parcela: 20 individuos). Ambos ensayos se
localizan en las instalaciones del vivero de la EEA, en cantero, dispuestos con un diseño
de bloques al azar, que será mantenido cuando sean llevados a campo.
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DESARROLLO DE NUEVAS TECNOLOGÍAS

En INTA Bariloche durante los meses de abril y mayo de 2003 se llevó a cabo un
intercambio científico en el marco del Convenio INRA - INTA, en el Laboratoire de
Génétique et Amélioration des Arbres Forestiers, Cestas, INRA. El objetivo de la estadía
consistió en la identificación de SSRs polimórficos en Nothofagus a partir de un nueva
batería 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 tinción con nitrato de plata; 16 SSRs
marcados desarrollados para Quercus rubra Roble americano (Aldrich et al., 2002) fueron
analizados en secuenciador automático (DNA Sequencer, Model 4000). De los 50 SSRs
probados, 8 resultaron polimórficos y se caracterizaron a través de los parámetros número
de alelos y hereocigosis observada. Se realizó el control genético de 5 de los primers,
confirmando de esta manera su modo de herencia codominante.

Investigación adicional o complementaria

� Los microsatélites son marcadores de gran utilidad para estudios de paternidad y flujo
génico, debido a sus características de hipervariables y codominantes. De esta
manera, posibilitarán 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 estímulos
para la concreción del trabajo en Francia. Asimismo, posibilitarán la continuación de
los estudios de hibridación interespecífica Roble - Raulí y su modelización, que se
están llevando a cabo en nuestra Unidad de Genética Forestal del INTA EEA
Bariloche.

� Sería muy importante ampliar el muestreo de las poblaciones chilenas para completar
el análisis de la variación genética en cpDNA.

� En INIA Quilamapu, se utilizó la técnica de PCR-RFLP en forma adicional para la
determinación de híbridos y la dirección de introgresión. Sería importante continuar
con el uso de esta técnica ampliándola hacia el uso partidores de mitocondria y
aumentando el número de enzimas de restricción (ver informe N°3).

En INIA Quilamapu, se estandarizó el uso de SSR en algunos materiales de roble y raulí
chilenos. Con esta tecnología se estudió la transferibilidad y estabilidad de amplificación
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. Amplificación de SSR provenientes de Quercus en
roble (    ) y raulí (  ).

Estándar de
100 bp
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IMPACTOS ESPERADOS

• Manejo silvícola

Actualmente, y a partir del presente trabajo se cuenta con las primeras herramientas
necesarias para llevar a cabo un Programa de Conservación y Manejo de los bosques de
Nothofagus obliqua y Nothofagus nervosa de Argentina y Chile, según criterios genéticos.
Los conocimientos generados constituyen la base sobre la cual formular prescripciones de
índole silvícola y de conservación, tan necesarias para la región. Por otro lado, también se
cuenta ahora con elementos básicos sobre la influencia que podría tener el manejo
silvícola en la dinámica poblacional. El caso concreto de la hibridación entre ambas
especies es un punto muy importante a tener en cuenta al momento de manejar un
bosque mixto. La alteración en la proporción de ambas especies favorece la hibridación,
lo cual llevaría a una disminución en la capacidad reproductiva y de supervivencia de la
población. Asimismo, la diferenciación 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 diseñar un plan de manejo.

• Conservación de los Recursos Genéticos Forestales

Cambio de estatus dentro de una zona del Parque Nacional Lanín
La zona del Lago Lácar (Zona de Reserva de Raulí y Roble Pellín), Argentina, se
encuentra actualmente bajo manejo silvícola. La gran diversidad y diferenciación
genéticas con la presencia de alelos raros y exclusivos en la población Hua Hum, al Oeste
de la cabecera del Lago Lácar llevaron a presentar un pedido de cambio de estatus de
esta región ante la Administración de Parques Nacionales. Dicho pedido se encuentra
actualmente en gestión en dicha institución suspendiéndose de hecho hasta la
correspondiente resolución toda intervención silvícola en el área mencionada.

• Fortalecimiento de las relaciones interinstitucionales

En Argentina, el presente proyecto permitió fortalecer las relaciones inter-institucionales
entre el INTA y la APN (Administración de Parques Nacionales), dado que se trabajó en
conjunto con el Departamento de Silvicultura de dicha institución para la selección de las
poblaciones y las tareas de recolección de semillas. En estas últimas tareas vale la pena
destacar el trabajo realizado por el Cuerpo de Guardaparques de los Parques Nacionales
Lanín 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 público forestal como son CONAF,
INFOR y Universitario (CEFOR). En este contexto el trabajo realizado con INTA, Bariloche
fue también muy productivo.

• Valorización del recurso forestal nativo

Se logró una mayor valorización del recurso genético forestal nativo por parte de
productores privados quienes se interesaron en la plantación de Raulí y Roble Pellín en
sus propiedades.

En Chile, producto del acercamiento producido entre la empresa pública y privada se
iniciará en corto plazo una serie de reuniones tendientes a planificar y priorizar actividades
destinadas a continuar con la evaluación de estos recursos para su conservación,
mejoramiento genético y aprovechamiento productivo.
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• Regulación de la cosecha de semilla.

La instalación de rodales semilleros para ambas especies, únicos para especies nativas
de la región, permite una regularización en la cosecha de semilla y la identificación de la
procedencia de las plantaciones realizadas con ella.

• Desarrollo de nuevas tecnologías para futuras líneas de investigación

La ausencia de clusters definidos de poblaciones localizadas en una misma cuenca
podría ser el resultado de un flujo génico no tan extensivo como se esperaba en base a la
ubicación de las cuencas y dirección de los vientos predominantes en la región (oeste-
este). Este resultado abre una nueva línea de investigación orientada a la búsqueda de
las causas de un flujo génico de menor extensión en la región bajo estudio. Este fue uno
de los motivos que nos impulsó a llevar adelante el trabajo en INRA, Francia de desarrollo
y caracterización de marcadores SSRs (simple sequence repeats) para el género
Nothofagus. Las características de hipervariables y codominantes revisten a los SSRs de
gran utilidad en lo que respecta a estudios de flujo génico y paternidad. Esta sería una
nueva línea de investigación que se abre, a nuestro entender, a partir del desarrollo del
presente trabajo. También se incursionó en la aplicación de otros marcadores
hipervariables, los ISSR, cuya aplicación abre también numerosas líneas de trabajo.

• Teoría evolutiva

Se reafirmó la teoría evolutiva postglacial de ambas especies, con la confirmación de la
existencia de refugios glaciarios múltiples. 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. Más aún, la mayor diversidad genética observada
hacia el este, en Argentina, apoyan fuertemente la hipótesis de refugios en dicha región.
Esta conclusión se refuerza también con la presencia de alelos exclusivos en la población
en la cabecera este de la cuenca del Lago Quillén. El fundamento teórico de esta
conclusión reside en que una mayor distancia de colonización 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 sólo un
aporte al conocimiento básico, sino que esta información en conjunto con la obtenida a
partir de los estudios isoenzimáticos servirá de herramienta para la formulación de
prescripciones silvícolas y de conservación.

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

• Formación de Recursos Humanos

El proyecto contribuyó a la finalización de una tesis doctoral iniciada previamente y al
inicio de dos tesis doctorales que se encuentran en desarrollo.
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ACTIVIDADES DE COORDINACIÓN Y DIFUSIÓN

Reunión de Coordinación del proyecto
INIA Quilamapu. Chillán, Chile e INTA Bariloche

Durante el mes junio del 2000 y mayo del 2002 se realizaron dos reuniones de
Coordinación del proyecto en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro
Regional (CRI) Quilamapu, ubicado en la ciudad de Chillán, 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 investigación que están realizando los investigadores
participantes en Nothofagus y las políticas de conservación y/o manejo de bosque
nativo que propician sus instituciones.

Principales resultados de la reunión de coordinación

A. Generales

Los resultados de la reunión fueron muy buenos ya que permitió conocer:
1. La investigación que está 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
producción de plantas de roble y raulí

3. Conocer la política de conservación de recursos forestales que está proponiendo la
Corporación Nacional Forestal (CONAF) para Chile.

B. Relacionados directamente con el proyecto

1. Discutir los avances realizados en la colecta de roble y raulí 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 metodologías, información técnica y

material genético
4. Intercambiar ideas sobre futuros proyectos relacionados con esta materia

• Publicaciones enviadas a revistas científicas

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 carácter científico en preparación

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 variación
genética en poblaciones naturales de Raulí (Nothofagus nervosa). En: Actas XXXI
Congreso Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de septiembre, pág. 136.

AZPILICUETA, M.M.; GALLO, L.A., 2002. Variación genética alozímica como
herramienta de diagnóstico para la conservación e interpretación evolutiva de los
bosques de Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. en Argentina. En: Actas XXXI Congreso
Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de septiembre, pág. 135.

CREGO, M.P.; GALLO, L. A., 2002. Variación temporal en la hibridación natural entre
Nothofagus nervosa Raulí (Phil.) Dim. et. Mil. y Nothofagus obliqua, Roble Pellín
(Mirb.) Oerst. En: Actas XXXI Congreso Argentino de Genética, La Plata, 17-20 de
septiembre, pág. 136.

MARCHELLI, P.; GALLO, L.A., 2001. Variación 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, pág. 146.

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

• Participaciones en libros de carácter técnico

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

Donoso, C. , Gallo, L.A., Marchelli, P y otros: Variación genética en Raulí. Libro sobre
variación 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
biotecnología al estudio de Nothofagus spp. En: R. Ipinza, B. Gutiérrez, V. Emhart
(eds). Domesticación y mejora genética de roble y raulí. Universidad Austral/Instituto
Forestal. pp. 419-434.
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• Informes de solicitud de áreas protegidas

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

Elevación de informe de solicitud de cambio de estatus de protección del área Hua
Hum-Boquete, entre las cabeceras Oeste de los lagos Lácar y Lolog en función a los
datos de diversidad genética obtenidos en el proyecto. Elevado el 6 de diciembre del
2002 con el Nº 2518. Gestión en trámite.

• Asistencia a seminarios, simposium

Conservación 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 Investigación y desarrollo en Biotecnología silvoagropecuaria: situación
actual chilena. CONICYT-CORFO-FIA-MINECON, Santiago, Chile.

• Visita experto internacional a Chillán

Debido a la importancia del tema de propagación de plantas se invitó 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 visitó
nuestro país, profesor de la Universidad Católica de Oriente, Río Negro (Antioquia),
Colombia realizó en nuestro país varias actividades: a) asesoramiento en el
laboratorio de biotecnología del CRI Quilamapu (INIA) en técnicas de propagación de
plantas de especies nativas; b) conferencia sobre sistemas de propagación de plantas
a una audiencia de 80 profesionales, técnicos y estudiantes forestales en la ciudad de
Concepción, Chile; y c) visita a laboratorio de propagación de plantas a Forestal
Mininco S.A.

Difusión del proyecto a autoridades  y profesionales.

Durante el año se recibió un número importante de visitas: autoridades nacionales y
profesionales nacionales y extranjeros al Laboratorio de Biotecnología, a quienes se les
dio a conocer los objetivos y avance del proyecto.

Seminario Final del proyecto

El 25 de junio se realizó el Seminario final del proyecto en el INIA Quilamapu. A este
seminario asistieron autoridades regionales y locales y 80 profesionales técnicos del
sector público y privado. En el seminario se presentaron en la mañana: aspectos
relacionados con el proyecto como son la importancia económica de las especies,
situación silvícola de ellas, visión de la empresa  privada y su visión hacia este recurso,
conservación y mejoramiento genetico de estas especie. En la tarde, se presentaron los
aspectos mas relevantes del proyecto como la colecta, y plantación de ensayos de
progenie, estudios de variabilidad isoenzimático y molecular en las dos especies y un
trabajo sobre introgresión entre roble y raulí. Se terminó esta actividad con un resumen y
discusión de los aspectos mas relevantes y algunas ideas de trabajo hacia el futuro.
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