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El bosque mediterraneo del centro de Chile, es considerado un hotspot o “punto caliente” de biodiversidad,
donde alberga una distribucién méas antigua producida por oscilaciones climaticas pasadas. En estos bosques
se haya una de las reliquias mas longevas. Nothofagus alessandrii, conocido cominmente como ruil, es un
arbol endémico restringido histéricamente a la zona costera de la VII Region de Chile. Es la especie mas
antigua de la familia de las Fagaceae del hemisferio sur, la cual ha sido declarada como “fosil viviente”. Los
bosques de N. alessandrii se encuentran cada vez mas amenazados. A fines del siglo XIX, esta especie fue
diezmada y reemplazada por plantaciones comerciales de arboles exéticos, que hoy en dia cubren alrededor
del 76% del paisaje de esta region, existiendo soélo restos del bosque Maulino como fragmentos pequefios y
aislados en un paisaje dominado por Pinus radiata y Eucalyptus spp, lo que ha afectado su reconocimiento y
proteccién, es por eso que a pesar de su importancia, el ruil es considerado como una de las especies mas
amenazadas de Chile. En 1998 fue incorporada en la “lista roja” de la IUCN. Ademas del recambio de uso de
suelo por plantaciones forestales, los fragmentos de ruil se han visto afectados por incrementos en la
intensidad de incendios de origen antrépico. El verano de 2017 casi el 50% de la superficie distribuida por ruil,
es decir, 314 ha se quemaron en algin grado en un mega incendio que consumié cerca de 14.000 ha en la
region del Maule. Si bien esta especie tiene la capacidad de rebrotar después de los incendios, producir
semillas y germinacion de semillas bajo condiciones naturales, existen estudios que han documentado que la
sobrevivencia de plantulas en el campo es limitada, donde su desempefio es muy diminuto, con crecimientos
lentos y con bajo éxito reproductivo. En el contexto de la conservacion de bosques especialmente en un
escenario de cambios, es fundamental conocer la diversidad intra-especifica de multiples rasgos que existe
en una especie, con el proposito de orientar la toma de decisiones. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la diversidad y estructura genética de Nothofagus alessandrii mediante el uso de marcadores
moleculares (SSR, conocido también como microsatélites), con el fin de proponer lineamientos para futuros
programas de conservacion de los recursos genéticos o la restauracion de los bosques de esta especie. Se
genotipificaron un total de 304 individuos (232 adultos y 72 plantulas, pertenecientes a 9 y 3 poblaciones,
respectivamente) mediante el uso de 12 loci de microsatélites recientemente desarrollados por Torres-Diaz et
al. (2021). Para los andlisis de los datos obtenidos se utilizaron los programas GENALEX 6.5.1, STRUCTURE
2.3.2 y R adegenet version 2.1.1. Los valores de diferenciaciéon fueron significativamente distintos de cero y
mayores para Rst (0,287) que para Fst (0,184), considerando que es una especie polinizada por el viento. La
variacion genética de las plantulas fue similar a la de los adultos. En promedio, la heterocigosidad esperada
(He = 0,408) fue menor que la heterocigosidad observada (Ho = 0,469). La estructura genética se organizo
espacialmente en 6 grandes clister o grupos genéticos bien definidos. Se compararon los niveles de
endogamia de plantulas y adultos, teniendo como resultado, altos niveles de endogamia en plantulas (Faduitos=
-0,151 vs. F pianwias = -0,055) que en adultos. La diversidad genética es un requisito para el cambio evolutivo.
Por consiguiente, la conservacion de la diversidad y estructura genética dentro de las especies es importante
para asegurar el potencial de adaptacion en un medio ambiente cambiante. Los resultados de este estudio
permiten tener una vision biolégica de conservacion mas clara, para definir unidades de manejo y
restauracion ecolégica, basadas en datos genéticos para N. alessandrii, que facilitaran practicas sostenibles

para su conservacion.
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INTRODUCCION

El cambio climatico, las actividades antropogénicas y naturales, tales como: el cambio en el uso de suelo, la
tala indiscriminada, la fragmentacion del habitat y frecuentes incendios forestales, se encuentran entre las
principales amenazas a la biodiversidad del planeta (Mattera et al. 2020). La alteracién de los paisajes
naturales se considera como una de las principales causas de pérdida de la biodiversidad a nivel mundial
(Wilson 1985, Hanski 2005, Lindernmayer & Fischer 2006, Krauss et al. 2010). Desde fines del siglo XIX, el
aumento significativo de las actividades antropogénicas anteriormente mencionadas, han alterado el paisaje
natural, generando ecosistemas fragmentados, lo que conlleva como consecuencias cambios en los procesos
ecoldgicos (alteracion y distribucién de las especies) distintas escalas poblacional, comunitaria y ecosistémica
(Eriksson et al. 2006, Peters 1990). Fischlin et al. (2007) sefala que entre el 20% al 30% de las especies de
plantas y animales, se pueden considerar en mayor riesgo de extincién si el aumento de la temperatura
promedio excede los 2°C a 3°C, mencionando ademas que existirian cambios sustanciales en la estructura y

el funcionamiento de los ecosistemas.

La zona de clima mediterraneo de Chile central (33-39°S) ha sido catalogada como hotspot o “punto
caliente” de biodiversidad, debido a su alta riqgueza de especies y endemismo (Myers et al. 2000). Se ha visto
enfrentada a una serie de procesos de cambios en el uso de suelo, originados por actividades agronémicas,
ganaderas, y forestales (Echeverria et al. 2006). Ejemplos de estos procesos, es lo que evidencia el bosque
Maulino, el cual se encuentra distribuido entre los Altos de Lincantén (35°55’ S) y el rio Itata (37°20’ S), entre
los 100 y 900 msnm. Esta zona del pais es una unidad vegetacional en la que predominan especies arbdreas
caducifolias (San Martin & Donoso 1996). Parte importante de este bosque se encuentra dominado por
Nothofagus glauca (Phil.) Krasser (Fagaceae, “hualo”), la restringida Nothofagus alessandrii Esp. (Fagaceae,
“ruil’) y Pitavia punctata (R. et P.) Mol. (Rutaceae, “pitao”), las cuales quedaron restringidas a Chile Central,
respecto a otras con mayor area distribucional alcanzando, incluso, territorio Argentino. Estas especies

actualmente se encuentran en peligro de extincion.

Actualmente, el bosque templado del sur de Chile, en particular el bosque Maulino, se encuentra
amenazado debido a la alta tasa de deforestacién y fragmentacién, principalmente por la introduccion de
plantaciones de Pinus radiata (Pinaceae, “pin0”). Las plantaciones de pino insigne se iniciaron en terrenos
agricolas y de pastoreo, abandonados y erosionados, pero pronto se expandieron a las extensas superficies
de bosques nativos secundarios o degradados por roces o tala selectiva (Gomez et al. 2011). El Estado, a
través de Decreto Ley 701 de 1974, comenzé a subsidiar el costo de establecer plantaciones principalmente
de especies exoticas, en areas que habian perdido su cubierta forestal original. Muchas de estas areas
fueron superficies de bosques nativos degradados (Donoso 1983). Como consecuencia de esta politica de
desarrollo forestal, los bosques nativos practicamente desaparecieron de las Regiones VIl y VIII, donde hoy
existen escasas areas protegidas (Elizalde 1970). Los terrenos reforestados con pino cubrieron los sectores
donde se ubicaron los antiguos refugios pleistocénicos del bosque, justamente en las areas de mayor

diversidad y endemismo (Donoso 1983).
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Actualmente las plantaciones forestales cubren alrededor del 76% del paisaje de esta region,
existiendo so6lo restos del bosque Maulino como fragmentos pequefios y aislados en un paisaje dominado por
pino (Donoso 1993, Dinerstein et al. 1995, San Martin & Donoso 1996, Grez et al. 1998, Bustamante & Castor
1998). Los bosques nativos han sido reducidos a menos un 10% de su extincién original (Echeverria et al.
2006). Los parches remanentes de bosque nativo muestran un significativo grado de degradacion. Después
de mas de un siglo de explotacion humana moderna y modificacion del paisaje, la vegetacion natural esta
extremadamente fragmentada (Bustamante & Castor 1998). Estas actividades incluyen la deforestacion de
los bosques para uso de la agricultura, la produccion de madera, lefia, carbén y la introduccién de
plantaciones de monocultivo forestales, que conllevan un ciclo de rotacion de 20 afios establecidas en un
proceso que comenzo a inicios de la década de 1970 y que continuo a una tasa acelerada, han afectado
gravemente al bosque de la Cordillera de la Costa de la region del Maule. Cabe destacar que ademas del
reemplazo directo, estudios han concluido que Pinus radiata también invade continuamente los fragmentos
de bosque Maulino (Gémez et al. 2011) generando una reduccién de la cobertura y cambio en el modelo de
distribuciéon de los bosques, asi como efectos en la estructura de la biodiversidad y biologia de las especies
(San Martin et al. 2020).

El escaso aprecio histérico por los bosques nativos y el uso indiscriminado del fuego, para expandir
las tierras agricolas, ganaderas y forestales, ha tenido como resultado una dramatica fragmentacion,
modificacion del habitat y, en algunos sitios, extincion de las poblaciones, otras especies asociadas a los
bosques y reduccion del area que ocupaba originalmente el bosque nativo chileno (Echeverria et al. 2007).
Por lo tanto, podemos afirmar que la zona central de Chile ha sido sometida a una presion antropogénica
constante, especialmente durante los Ultimos dos siglos, sin considerar que el bosque maulino presenta un
alto valor biolégico y riqueza ecosistémica (San Martin et al. 2020). En definitiva, la region ha experimentado
una reduccion drastica en la cubierta forestal superficial, que hoy en dia mantiene en peligro los bosques

nativos del pais (Donoso & Lara 1996).

Nothofagus alessandrii Espinosa, comunmente llamado ruil, corresponde a una especie arborea,
endémica de la flora chilena que define uno de los singulares bosques templados de Chile central. Es
también uno de los nueve elementos que representan al género Nothofagus en Sudamérica y uno de las 35
especies para el hemisferio sur (San Martin et al. 2020). Es considerado una de las especies mas
importantes del bosque Maulino, pero a la vez una de las especies mas amenazadas de Chile (Benoit 1989).
Tiene un area de distribucién natural muy restringida, limitada a la Cordillera de la Costa de la Regién del
Maule, en una faja que no supera los 100 km de extension latitudinal, variando entre los 100 a los 450 metros
de altitud (San Martin et al. 1991). Es la especie mas antigua de la familia de las Nothofagaceae del
hemisferio sur, la cual ha sido declarada como “fésil viviente” (Serra et al. 1986), por lo tanto, estos bosques
son una de las formaciones mas antiguas de Sudamérica. Esta especie forma parte de la asociacién
conocida como Bosque Maulino Costero y tiende a formar bosques puros en exposicion de umbria. El ruil es
un arbol con una excelente forma que puede llegar a medir 30 m de altura y 1 m de diametro (Mufioz 1973,
Rodriguez et al. 1983, Serra et al. 1986, Rodriguez & Quezada 2003). Tiene caracteristicas muy reconocidas,

como la calidad de su madera, especialmente por su resistencia a la pudricién (Aravena & Molina 1976,
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Donoso 1983, Fierro & Pancel 1998), por lo que se han encontrado localidades cercanas a su distribucion
natural, estacas de cerco que superan los 80 afios conservadas y en buen estado (Aravena & Molina 1976,
Donoso 1983). Estas caracteristicas han llevado a que la especie, fuese declarada “monumento natural” por
el gobierno de Chile en 2007. Lamentablemente a pesar de la importancia de esta especie por su longevidad,
en 1998 fue incluida en la ‘“lista roja” de la IUCN (Gonzalez 1998). Las poblaciones remanentes se
encuentran muy fragmentadas y rodeadas por plantaciones de Pinus radiata. La superficie de los fragmentos
es muy reducida, aproximadamente el 95% de ellos tiene una superficie inferior a las 12 ha (Bustamante &
Grez 1995). En la situacidon que se encuentra el ruil, considerada incluso el arbol mas amenazado de Chile, y
por su alto valor bioldgico, deberia tener alta prioridad de conservacién (Hechenleitner et al. 2005). Sobre
todo aun mas que contindan presentes hoy en dia los procesos antropogénicos que han llevado a su actual
estado de degradacién y vulnerabilidad. Ademas de las consecuencias antropogénicas y naturales, en las
Ultimas décadas la frecuencia e intensidad de los incendios forestales han aumentado el riesgo de extincion
del ruil. Por ejemplo, el verano de 2017 casi el 50% de la superficie por ruil, es decir, 314 ha se quemaron en
algun grado en un mega incendio que consumio cerca de 14.000 ha en la regién del Maule. Esta especie se
encuentra en el nivel mas alto de fragilidad ecoldgica, la disminucion de los bosques de N. alessandrii es uno
de los modelos mas claros en Chile de degradacion ambiental, como resultado de las actividades
antropogénicas. En efecto, la mayor parte de los trabajos empiricos apuntan hacia consecuencias negativas
de estos procesos, revelando pérdida de diversidad taxonémica y genética a diversas escalas (Palma 2004).
Ademas desde un punto de vista genético, la disminucién del tamafio poblacional efectivo que esta
ocurriendo hoy en dia en la poblacion de ruil, con el grado de aislamiento, podria hacer que las poblaciones
fragmentadas sean aln mas susceptibles a la deriva génica y a la endogamia, disminuyendo el éxito y el
potencial evolutivo e incrementando el riesgo de extincién (Ellstrand & Elam 1993, Young et al. 1996).
Estudios han sefialado que el ruil tiene la capacidad de rebrotar, producir semillas y germinacién de semillas
bajo condiciones naturales, sin embargo, la sobrevivencia de plantulas, es decir, el éxito reproductivo son
generalmente limitadas y altamente variables entre poblaciones, ademas necesitan proteccién contra la
insolacion directa, ya que solo requiere de luz natural de manera indirecta (San Martin & Donoso 1996,
Olivares et al. 2005). En un intento de restauracion, CONAF en alianza con investigadores de la Universidad
Catodlica del Maule, desarrollaron diversos proyectos para preservar y recuperar esta especie y procurar su
reproduccion, lo cual fue todo un desafio. El investigador espafiol Antonio Cabrera de la U. Catdlica del Maule
(2005) sefiala que durante ese afio se recolectaron semillas que fueron entregadas a Universidades locales,
donde se lograron 3.500 plantas para reforestacion, pero apenas 90 de ellas lograron sobrevivir en el campo
(Nota publicada en el Diario el Mercurio, 2015). Los expertos sefialan que el ruil es relativamente facil de
producir en viveros, con buen crecimiento (diametros de 3 a 4 milimetros y alturas que varian entre los 20 y
30 centimetros) en un periodo de ocho meses. El problema con esta especie se presenta en el campo, donde
su desempefio es muy bajo, con crecimientos lentos y baja sobrevivencia. Por lo que los encargados del
manejo forestal generalmente encuentran serias dificultades para restaurar esta especie (Santelices et al.
2018). A todo esto se suma ademas, que el ruil necesita condiciones climaticas especificas para su

sobrevivencia, se adapta facilmente en zonas humedas y de relativa calidez, creciendo fuertemente en las
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laderas sur del bosque Maulino. Esta sensibilidad de la especie demuestra su intolerancia para un clima
cdlido-seco, respecto a otra especie acompafiante como N. glauca, “Hualo” (San Martin et al. 2020). Lo
antecedentes sefalados anteriormente, nos indica la grave situacion que se encuentra actualmente esta
especie, si se considera ademas, el aislamiento de este ecosistema de otras areas de bosques
sudamericanos, lo que limita las posibilidades de inmigracién y de recolonizacion natural por otras especies
de plantas y animales (Mattera et al. 2020). Por lo tanto, es importante definir un adecuado manejo de
conservaciéon, como por ejemplo, uso de marcadores moleculares, especificos para la especie, que permitan
evaluar la Diversidad genética del ruil y asi asignar politicas de desarrollo que consideren una sélida base

ecolégica que podrian llevar a revertir el riesgo de extincion.

La caracterizacion genética de las poblaciones, individuos y especies es un método que aporta datos
importantes de la biologia y ecologia de los seres vivos. Los marcadores moleculares estan basados en el
ADN (&cido desoxirribonucleico); molécula que se encuentra en casi todos los seres vivientes del planeta y
gue contiene la informacién genética altamente variable entre individuos, poblaciones y especies (Freeland et
al. 2011). Estos marcadores permiten identificar “variantes alélicas” (i.e., grupo de genotipos de determinado
gen) que son consecuencias de algun tipo de mutacién en la informacién genética de las poblaciones a
escala de tiempo evolutivo (también llamadas polimorfismos). Esta informacién permite identificar grupos,
poblaciones, cepas, especies 0 grupos taxonémicos (Astorga 2008, Freeland et al. 2011) y tomar decisiones

rapidas y precisas para la asignacién de prioridades de conservacién (Shivaji et al. 2003).

Los microsatélites son secuencias cortas que consisten de dos a tres nucleétidos repetidas varias
veces (Weber & May 1989). Su analisis se basa en el uso de la técnica de PCR para identificar polimorfismos
y en el niumero de repeticiones de un alelo en un locus (Astorga 2008). En las Ultimas décadas, los
microsatélites se han convertido en uno de los principales marcadores genéticos, ya que son abundantes,
estan distribuidos regularmente en el genoma, se heredan de forma co-dominante y poseen un elevado grado
de variabilidad en las poblaciones. Debido a ello, estos marcadores han sido ampliamente utilizados en
estudios sobre analisis de variabilidad genética tanto en estudios de genética de poblaciones como en
estudios de manejo genético para la conservacién o genética ecolédgica, debido a que podria facilitar la
identificacion de area de conservacion prioritaria, al ser marcadores con mayor resoluciéon (Mattera et al.
2020).

Considerando las caracteristicas biolégicas de N. alessandrii es posible hacer predicciones respecto
de su diversidad genética y estructuracion poblacional. Dado que N. alessandrii un arbol longevo es de
esperar una alta diversidad genética intra-poblacional. Por otro lado, dado que la especie es polinizada por
viento (anemdfila) es de esperar una baja diferenciacion entre poblaciones. No obstante, por otro lado,
considerando que las poblaciones de la especie se encuentran restringidas a laderas de exposicion sur / sur-
este, en una zona de topografia compleja (zona semi-montafiosa) en la que existen barreras geograficas
como el rio Maule, que potencialmente pueden restringir el flujo de genes, es posible predecir diferenciacion
inter-poblacional moderada. Adicionalmente, considerando la alta longevidad de la especie y su capacidad de

rebrotar después de ser cortada o quemada, es de esperar que la especie mantenga altos niveles de
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diversidad genética a pesar de la fragmentacién del habitat, debido a que los individuos que actualmente
sobreviven son representantes previos a la fragmentacion antrépica. Por ultimo, el bajo éxito reproductivo de
la especie, podria estar relacionada, al menos en parte, a la fuerte seleccién en contra de los homocigotos
gue comunmente ocurre en los arboles longevos y a la fragmentacion a través de un incremento en la
endogamia a causa de la reduccion de los tamafios poblacionales (Echeverria et al. 2006).
Concordantemente, el estudio realizado por Torres-Diaz et al. (2007), basado en la variacion genética de
aloenzimas, encontr6 que N. alessandrii mantienen altos niveles de diversidad genética similares a los
encontrados en sus congéneres de distribucién amplia y una alta diferenciacion genética moderada a pesar
de ser dispersada por el viento. Sin embargo, el estudio realizado por Torres-Diaz et al. (2007) fue realizado
en un numero reducido de poblaciones (7 localidades) y marcadores (7 loci), siendo necesario ampliar el
numero de poblaciones y de marcadores para obtener una imagen mas resolutiva de cémo se distribuye la
diversidad genética dentro y entre poblaciones de la especie. Consecuentemente, los objetivos de la presente
investigacion fueron: (1) estimar la diversidad y la estructura genética en la especie arbdrea endémica y
amenazada N. alessandrii, mediante el uso de marcadores moleculares (SSR, microsatélites), (2) comparar
los niveles diversidad genética y endogamia de adultos y plantulas y (3) proponer, a partir de los resultados
genéticos, potenciales acciones para la conservacion de la especie de N. alessandrii. Para lo anterior, en este
estudio se genotipificaron un total de 304 individuos (232 adultos y 72 plantulas, pertenecientes a 9 y 3
poblaciones, respectivamente) mediante el uso de 12 loci de microsatélites recientemente desarrollados por
Torres Diaz et al. (2021)

MATERIALES Y METODOS

1. Sitios de estudios.

Nothofagus alessandrii es una especie de arbol con alto nivel de endemismo, que presenta una distribucion
restringida e histéricamente limitada en la cordillera de la costa a baja altitud, 160 a 440 msnm en las areas
mas humedas de las provincias de Talca y Cauquenes en la VIl region de Chile (Santelices et al. 2012). Su
mayor concentracion se encuentra en la localidad de Curepto y Empedrado (Figura 1), sectores conocidos

como bosque Maulino por su alta rigueza de especies y endemismo (Tabla 1) (Myers et al. 2000).
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RUIL

- ‘-*le, 0 70 Kilometers

Figura 1. Mapa de distribucién de Nothofagus alessandrii, en la region del
Maule. (Extraido y modificado de CONAMA, 2005)

Tabla 1. Poblaciones muestreadas, cédigos, elevacion y coordenadas geogréficas (S/W) para las 12 poblaciones
muestreadas de Nothofagus alessandrii

Poblacién Caodigo Elevacién Tamafio Superficie Coordinadas Exposicién Afio de
(m a,s,l,) muestral (ha) (S/IW) muestreo
ADULTOS
1.Calzoncillos CAL 200 21 10,8 35°10'/72°06' Este 2017
2. Coipué Col 412 28 3,0 35°07'/72°07" Este 2020
3. Piragua PIR 300 22 1,8 35°07'/72°06' Este 2020
4. El Roble ERO 350 28 48,9 35°39'/72°22' Sur-Este 2019
5. La Montafia LMO 350 23 30,9 35°39'/72°18' Sur Este 2019
6. Fundo el Desprecio FED 403 30 45,4 35°40'/72°18" Sur-Este 2017
7. RLR- Empedrado EFE 338 30 13,5 35°37'/72°20" Sur-Este 2013
8. RLR- Chanco RLR 228 30 73,8 35°49'/72°30" Sur 2013
9. El Desprecio DES 400 35 63,3 35°40'/72°19' Sur-Este 2019
PLANTULAS
1. Coipué Plantulas COI_PI 412 21 3,0 35°15'/72°07 Sur-Este 2017
2. RLR- Empedrado - Plantulas EFE_PI 338 24 13,5 35°37'/72°20' Sur-Este 2013
3. RLR- Chanco - Plantulas RLR_PI 228 27 73,8 35°49'/72°30' Sur 2013
2. Estrategia de muestreo.

El material vegetal para investigar el polimorfismo en N. alessandrii fue recolectado en terreno en nueve
poblaciones (Tabla 1). Para cada poblacion, se recolectaron hojas jovenes de arboles adultos, es decir,
individuos con una identidad morfoldgica inequivoca y se secaron en silica gel para su secado rapido antes

de su posterior procesamiento de laboratorio.

3. Métodos moleculares

3.1. Extraccién de ADN
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El ADN genomico (ADNg) de cada individuo se extrajo usando DNeasy Plant mini Kit (Qiagen Valencia,
CA, EE, UU,). De hojas secas siguiendo el protocolo del fabricante. Todos los extractos de ADN se

cuantificaron y estandarizaron mediante el método fluorométrico Qubit® 3.0 (Invitrogen).

3.2. Analisis de PCR y genotipificacion.

Para la prueba de amplificacion, las PCR se realizaron en un volumen final de 10 yL que contenia: PCR, 10
MM de cebadores fluorescentes directo e inverso. Los cebadores de avance se marcaron con tintes
fluorescentes PET, FAM, VIC y NED (Applied Biosystems), para realizar la secuenciacion capilar en un
analizador genético. El protocolo de amplificacion fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 5 min, 35 ciclos que consisten en un paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 min, con una
temperatura de hibridacién especifica (Ta) de cada par de cebadores durante 30 s (Tabla 2), un paso de
extensién a 72 °C durante 35 s, seguido de un paso final de extensiéon de ADN a 72 °C durante 7 min. Los
productos finales de la PCR se observaron en un analizador genético ABI PRISM 310 con GeneScan 500 LIZ
(Applied Biosystems) en el servicio de secuenciacion de ADN de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile
(PUC), Santiago de Chile.

3.3. Genotipificacién de microsatélites y Analisis de datos genéticos.

Para le genotipificacion de los adultos y plantulas se utilizaron los marcadores moleculares de microsatélites
(especie-especificos) recientemente desarrollados por Torres-Diaz et al. (2021) para N. alessandrii.

Especificamente, se amplificaron los 12 marcadores indicados en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de 12 marcadores de microsatélites desarrollados para Nothofagus alessandrii.
Modificado de Torres-Diaz et al. (2021).

Locus Secuenciadel partidor (5°-3’ Motivo Tamafio alélico Marcador Ta (°C) Cadigo
repetido (bp) fluorescente GenBank
ONa02 F: CGCTGACACCATAGATCGAG (AG)20 254-266 NED 59 MW387625

R: CCATATCCAATATGAGAATGGCA

Na04 F: TGGGCTTGTTGAAGCTATGA (AG)s 125-127 6-FAM 59 MW387626
R: ACACGTTGATAGCCTTTCGC

Na05 F: ACATGCCTTGCCAGCATAAT (AG)e 288-290 VIC 60 MW387627
R: GGAGCAAATGTCATGTTGGA

Na07 F: GCGCCGACTCTTGTTTACTC (AT)16 214-234 6-FAM 60 MW387628
R: TGTCCAGACTCGACCTGTATTA

Na08 F: GCACTTTCAACCCATACGGT (AT)s 234-236 PET 60 MW387629
R: CAGTTCCTTGCCTGTAATAGTCG

Na09 F: CAACAATGATGACCGATGAGA (AT)s 152-154 VIC 60 MW387630

R: TGTAGGGAAGACGAGTGCTG
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: AATAACGAGATCCTGCGGAC (AAT)s
. CCAAGGAGAACTATGGAATACACA

Nall F: TTCCATGACATTGACGATGC (AG)14
R: CAATGCTCCAACATTCTCTCA

Nal2 F: CAAGGTTGAGTACCATTACAAGC (AG),
R: CCCTGAACCTGTCCAAATACT

Nal3 F: AAATGACATTATAGACCTTATGGAGAT (AG)q
R: TACCCAAATATCTTATTTCCTATCAAT

Nal4 F: GCGTTCCGCATAAATAACGA (AAG)8
R: AGACCGAAGAGACTCATGGC

Nal6 F: ACAGCCTAAGAACCTTCAACCC (AG)15
R: CAACCCTGACTGACCATGACC

Nal7 F: CAAACATTACAACAACGAAGCC (AG)14
R: CCACTTTATAAAATCCCATTCTTCG

Na28 F: AAGTTCTTCGTCATCCGTCG (AT)13

R: TGAAAAGCGTTGAAATAGGACC

136-145

151-177

120-128

102-110

186

173-189

212-218

315-319

NED

PET

VIC

PET

6-FAM

PET

VIC

PET

59

60

58

57

61

52

51

51

MW387631

MW387632

MW387633

MW387634

MW387635

MW387636

MW387637

MW387641

4 .Diversidad genética intra-poblacional

Para adultos y plantulas, se calcularon los siguientes indices de diversidad genética intra-poblacional

utilizando GENALEX 6.5.1 (Peakall & Smouse 2006). Incluyendo el nimero de alelos por locus (A), nUmero de

alelos efectivos por locus (Ag),

ndamero de alelos privados (Ap), heterocigosidad esperada (Hg),

heterocigosidad observada (Ho), indice de fijacion (F), porcentaje de loci polimérfico (PLP). Todos los arboles

muestreados fueron geo-referenciados usando un GPS de alta precision (3-5 m), marcados y su posicién fue

registrada en una base de datos.
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4.1. Estructura Poblacional y Andlisis estadisticos.

Los patrones de la estructuracion genética fueron estudiados a partir de aproximaciones multiples mediante
diferentes programas: (1) Estadisticos Fst de Wright (Wright 1951) y Rsr (Slatkin 1995), mediante el
programa GENALEX 6.5.1, (2) Andlisis de varianza molecular (AMOVA) a priori mediante el programa
GENALEX 6.5.1, considerando cada localidad de muestreo como una poblacién, (3) Analisis discriminante de
componentes principales DAPC, mediante el paquete R adegenet version 2.1.1 (Jombart 2008), (4) Analisis de
agrupamiento Bayesiano no espacial mediante STRUCTURE 2.3.2, que permite la obtencion de parametros de
la estructura poblacional de genotipos multi-locus (Pritchard et al. 2000) y (5) Andlisis de varianza molecular
(AMOVA) a posteriori mediante el programa GENALEX 6.5.1, reasignando los individuos a los cluster

genéticos (K) definidos por los programas DAPC y STRUCTURE.

Especificamente, para los andlisis en el programa DAPC, los datos del genotipo multi-locus se
transformaron mediante el analisis de componentes principales (ACP) para derivar posteriormente las
variables no correlacionadas que sirven como entrada para el analisis discriminante (AD). Para los primeros
analisis se generaron conjuntos de datos simulados para loci de microsatélites, se modelaron genotipos en 12
loci, 304 individuos y 40 alelos, luego, se utilizaron asignaciones de poblaciones a priori como identificador de
poblacion. Para automatizar el procedimiento de asignacion, se utilizé el criterio de “diffNgroup”, esto
determina automaticamente “el mejor” numero de poblaciones (K) basado en el criterio de informacién
bayesiano (BIC) (Miller et al. 2020). Este analisis tiene un poder de deteccidén de estructura genética similar al
de STRUCTURE (Patterson et al. 2006). Los andlisis de varianza molecular AMOVA (Excoffier 1992), fueron
realizados a diferentes niveles jerarquicos de varianza (AMOVA a priori y a posteriori después de realizar los
andlisis de agrupamiento Bayesiano mediante STRUCTURE Yy DAPC), estos fueron realizados mediante
GENALEX 6.5.1 (Excoffier et al. 2005) STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) permite al usuario encontrar el
numero Optimo de grupos genéticos (K), y asignar individuos a diferentes grupos sobre la base de las
frecuencias alélicas en cada locus. Se utilizd un modelo “admixture” para determinar el nimero de grupos
genéticos (K), es decir, que los genotipos pudieran haber estado mezclados ancestralmente por lo que cada
individuo ha heredado alguna fraccién del genoma de sus ancestros en la poblacién (K) (Pritchard et al.
2000). La probabilidad promedio y la distribucion estandar se estimaron para cada (K) a partir de sus 10
repeticiones, para analizar cuales diferencias entre AK son significativas, para finalmente seleccionar el

numero de grupos (K) méas probable (Evanno et al. 2005), usando STRUCTUREZ2.3.2 (Earl & vonHoldt 2012).
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RESULTADOS

En total, se amplificaron consistentemente doce loci de microsatélites en un total de 304 individuos de N.
alessandrii pertenecientes a doce poblaciones (Tabla 1) a lo largo de la regién costera de la VII Region del
Maule, Chile.

Diversidad Genética Intra-poblacional

Los resultados de los primeros andlisis, indican que la variacion genética promedio para la especie fue
moderada (Tabla 3), considerando solo los adultos de la especie. La heterocigosidad esperada promedio fue
de 0,408, variando entre 0,296 (ERO) y 0,454 (PIR), mientras que la heterocigosidad observada fue mayor
que la esperada, con un promedio de 0,469, variando entre 0,425 (EFE) y 0,509 (COI). Consecuentemente,
todas las poblaciones mostraron valores negativos del coeficiente de endogamia (F), con un promedio de -
0,127. La riqueza alélica para los adultos fue de 3,222 alelos por locus, variando entre 2,500 (ERO) y 3,750
(DES). El numero efectivo de alelos por locus fue en promedio de 2,08 variando entre 1,683 (ERO) y CAL
(2,308). Las poblaciones de DES, RLR, FED, LMO y PIR presentaron 3, 3, 2, 2 y 1 alelos privados,
respectivamente. El porcentaje de loci polimoérfico fue en promedio de 86,8%, variando entre 75% (CAL,
ERO) y 91,7% (COI, PIR, EFE y DES).

Tabla 3. Resumen de los estadisticos de diversidad genética intra-poblacional para cada una de las poblaciones
estudiadas de Nothofagus alessandrii.

Poblacion N A AE Ap PLP He Ho F P
ADULTOS

CAL 21 3,083 2,30 - 75,0 0,455 0,488 -0,076 0,000
(e{0]] 28 3,250 2,22 - 91,7 0,404 0,509 -0,212 0,000
PIR 22 3,250 2,20 1 91,7 0,454 0,492 -0,062 0,000
ERO 28 2,500 1,68 - 75,0 0,296 0,476 -0,350 0,000
LMO 23 3,167 2,05 2 83,3 0,378 0,467 -0,208 0,000
FED 23 3,667 2,14 2 83,3 0,418 0,431 -0,031 0,000
EFE 20 2,750 1,80 - 91,7 0,362 0,425 -0,174 0,000
RLR 41 3,583 2,22 3 83,3 0,364 0,443 -0,195 0,000
DES 26 3,750 2,09 3 91,7 0,435 0,478 -0,048 0,000
Media adultos 25,8 3,222 2,08 - 85,2 0,396 0,467 -0,151 -
(E.E.) 2,13 0,138 0,07 - 2,32 0,017 0,01 0,035 -
PLANTULAS

COlL_PI 21 3,000 1,93 1 91,7 0,422 0,472 -0,062 0,000
EFE_PI 24 2,917 2,07 - 91,9 0,453 0,497 -0,109 0,000
RLR_PI 27 3,250 2,53 - 91,9 0,450 0,454 0,006 0,000
Media piantulas 24,0 3,055 2,18 - 91,8 0,441 0,474 -0,055 -
(E.E.) 1,73 0,100 0,18 - 0,07 0,001 0,012 0,033

Media ciobal 25,3 3,180 2,12 - 86,85 0,408 0,469 -0,127 -
(E.E) 1,635 0,107 0,07 - 1,92 0,014 0,008 0,033

N = tamafio de muestra, A = nimero promedio de alelos por locus, Ap= nimero de alelos privados, Ae = nimero efectivo de
alelos por locus (Nielsen et al. 2003), He = heterocigosidad esperada, Ho = heterocigosidad observada, F = coeficiente de
endogamia individual, P = p-valor para F = 0 después de 1000 randomizaciones de copias de genes entre individuos. E.E. = Error
estandar.
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En general, la variacidn genética de las plantulas fue similar el de los adultos. En promedio, la
heterocigosidad esperada (He = 0,408) fue menor que la heterocigosidad observada (Ho = 0,469), no
obstante, en promedio, la endogamia fue mayor en plantulas que en adultos (Faduites= -0,151 VS. F piantulas = -
0,055) negativos en las poblaciones de El Desprecio y El Fin Empedrado (F = -0,048 y F = -0,031,
respectivamente) y no distintos de cero en Reserva Los Ruiles (F = +0,006). La riqueza alélica promedio para
las plantulas fue de 3,055, variando entre 2,917 (EFE_PL) y 3,250 (RLR_PL). El nimero promedio de alelos
efectivos por locus fue, de 2,181, y varié entre 1,930 (COIl) y 2,538 (RLR_PL). Sélo se detecté un alelo
privado en COI_PL. El porcentaje de loci polimérfico promedio fue de 91,8% siendo similar entre las 3

poblaciones de plantulas.

Estructuracién poblacional
(1) Diferenciacion inter-poblacional mediante Rsty Fsrt

La Tabla 4 muestra los estadisticos de diferenciacion inter-poblacional Rst y Fsr. Los valores de
diferenciacion fueron significativamente distintos de cero y mayores para Rsr (0,287) que para Fsr (0,184).
Los valores de endogamia a escala intra-poblacional fueron no significativos Ris (-0,003) y Fis (-0,142). Los
valores de endogamia total Rir (0,285) y Fir (0,068) fueron positivos y significativos. Los valores de flujo

génico entre poblaciones calculados en base a Rst y Fst fueron 0,622 y 1,108 respectivamente.

Tabla 4. Resumen de los estadisticos Fst de Wright (Wright 1951) y Rst (Slatkin 1995)

calculados para los 12 loci en las 12 poblaciones de Nothofagus alessandrii.

Estadistico Valor P Estadistico Valor P
Rst 0,287 0,010 Fst 0,184 0,010
Ris -0,003 0,490 Fis -0,142 1,000
Rir 0,285 0,010 Fir 0,068 0,010
Nm 0,622 - Nm 1,108 -

(2) Analisis de varianza molecular (AMOVA) a priori

El analisis de varianza molecular considerando las 12 poblaciones como entidades discretas (AMOVA a
priori) calculada mediante el indice de diferenciacion inter-poblacional Rsr indicé que un 29% de la varianza
genética total se distribuye entre poblaciones y un 71% de la varianza genética total se distribuye dentro de

poblaciones (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) a priori para Nothofagus
alessandrii. El andlisis fue realizado a partir del estadistico de Rst basado en un K=12
considerando cada localidad de muestreo como una poblacion.

Fuente de variacién g.l. SC SCM Varianza %
estimada Varianza
Entre poblaciones 11 15880,4 1443,670 27,272 29%
Dentro de poblaciones 304 20681,5 68,031 68,031 71%
Total 607 56315,2 - 95,303 100%

g.l.= grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SCM = suma de cuadrados medios.

(3) Andlisis de agrupamiento Bayesiano no espacial usando STRUCTURE.

El andlisis bayesiano de estructuracién muestra que las poblaciones analizadas se dividen preferentemente
en dos grandes grupos genéticos o cluster (K=3 y K=6), incluidas las 12 localidades de muestreo (Fig. 2). Sin
embargo, observamos una fuerte asignacion de grupos genéticos, con un O6ptimo resultado en K=6,
determinado mediante la visualizacién de los analisis del recurso externo STRUCTURE Harvester (Evanno et al.
2005) (Fig. 3). Un K=6 determina que genéticamente sélo existen 6 grupos bien definidos a lo largo de la
distribucién geografica de la especie, dicho de otro modo, la especie presenta estructuracion genética,

representada por los 6 grupos obtenidos, designados por 6 cllster con sus respectivos colores.
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K=3 K=6

72°36'W 72°18W

72°36'W 72°18'W

35°6'S

72522 72519 72°17°W.

35°42'S

Figura 2. Mapa de distribucion de las 12 localidades a partir de los resultados del analisis de la STRUCTURE 2.3.2
(Pritchard et al. 2000) muestran los agrupamientos méas probables K=3 y K=6. En el mapa se observan los grupos
de poblaciones representados por los graficos de tortas y distintos colores. En el barplot las poblaciones estan
definidas por lineas verticales. Dentro de los individuos, la proporcién de cada color indica la pertenencia al grupo

dado o define la proporcién de membresia de los 6 clister.
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Figura 3. Probabilidad promedio y distribucion estandar para cada (K) a
partir de sus 10 repeticiones, valores de A K (Evanno et al. 2005) frente
a K (namero de conglomerados de poblacién). Obtuvimos todos los
valores usando la STRUCTURE 2.3.2 (Pritchard et al. 2000).

4) Analisis discriminante de componentes principales (DAPC).

En primer lugar definimos el nUmero de grupos en base a los resultados obtenido de la funcién del Criterio de
informacién Bayesiano (CIB) (Fig. 4). Con la nocién de los resultados de STRUCTURE 2.3.2 (Pritchard et al.
2000), definimos el nimero 6ptimo de clister, K=6. Una vez definido el K, se describe a partir del andlisis
discriminante de componentes principales (DAPC). La cual es una funcién del paquete R adegenet version
2.1.1 (Jombart 2008) que reune dos métodos de andlisis para evaluar la estructura de la poblacion (Jombart
et al. 2009). Se obtuvieron los resultados de los datos del genotipo multi-locus, los cuales fueron
transformados mediante el andlisis de componentes principales (ACP), con el nimero de cluster ya definido
anteriormente, para derivar las variables no correlacionadas que sirvieron como entrada para el andlisis
discriminante (AD). Los ACP, entregaron una primera vision de como se encuentran distribuidos
espacialmente estos 6 cluster (Fig. 5). Una vez obtenidos los resultados de los andlisis de componentes
principales (ACP), sirven como entrada para el analisis discriminante (AD), que indica una maxima variacion
entre los grupos y una minima variacion dentro de los grupos de las localidades estudiadas (Fig. 6). Los
resultados del DAPC, busca identificar cudl de los grupos se encuentran aislados uno del otro. La Figura 7
muestra la composicién de cada grupo encontrado. Clister 1 La montafia (LMo) 12,5%; El roble (Ero) 2,5%;
RLR-Chanco (LRu) 2,5%; RLR-Empedrado (Emp) 2,5% y Mininco-Fundo el desprecio (Min) 2,5%. Cluster 2
RLR-Chanco (LRu_PI) 17,5%; RLR-Empedrado plantulas (EFE_PI) 12,5%; Desprecio (Des) 7,5%; Coipué
plantulas (Coi_PI) 2,5% y Coipué (Coi) 2,5%. Claster 3 Calzoncillo (CAL) 17,5%; Piragua (PIR) 12,5% y
Coipué (COl) 2,5%. Cluster 4 Mininco-Fundo el desprecio (Min) 12,5%; RLR-Empedrado (Emp) 12,5%; RLR-
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Chanco (LRu) 7,5%; EI roble (Ero) 12,5%; La montafia (LMo) 2,5%; Piragua (PIR) 2,5%; Desprecio (Des)
12,5% y RLR-Empedrado plantulas (EFE_PI) 7,5%. Cluster 5 por Coipué (Coi) 17,5%; Coipué plantulas
(Coi_PI) 12,5% y el Desprecio (DES) 2,5%. Cluster 6 definido por RLR-Chanco (LRu) 17,5%; Mininco-Fundo
el desprecio (Min) 2,5 y Piragua (PIR) 2,5%. Los andlisis de DAPC sustentan la existencia de 6 grandes

grupos o claster, concordantes con los resultados en STRUCTURE 2.3.2 (Pritchard et al. 2000)

Value of BIG
versus number of clusters

T T T T T T DA eigenvalues
o 10 20 30 40 50

Number of clusters

Figura 4. Criterio de informacion Bayesiano v/s nidmero de Figura 5. Andlisis de componentes principales (ACP) asumiendo
cluster, utilizando el paquete R adegenet version 2.1.1 el nimero de localidades muestreadas, utilizando el paquete R

(Jombart 2008) para definir el nUmero de cluster. adegenet version 2.1.1 (Jombart 2008).
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Figura 6. Andlisis discriminante (AD), andlisis discriminantes de Figura 7. Composicion de cada cluster encontrados en
componentes principales (DAPC) y numero de funciones las 12 localidades estudiadas, utilizando el paquete R

discriminantes para las localidades estudiadas. adegenet version 2.1.1 (Jombart 2008)

(5) Andlisis de varianza molecular (AMOVA) a posteriori.

El analisis de varianza molecular a posteriori realizado luego de reasignar los individuos de N. alessandrii a
los 6 clusters definidos por el andlisis bayesiano de agrupamiento STRUCTURE, revelaron una diferenciacion

similar a la encontrada mediante el AMOVA a priori.

Tabla 6. Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA) a posteriori para
Nothofagus alessandrii. El analisis fue realizado a partir del estadistico de Rst
considerando un K=6 obtenido mediante DAPC y STRUCTURE.

Fuente de variacién g.l. SC SCM Varianza %
estimada Varianza
Entre poblaciones 5 13597 2719 26,9 28%
Dentro poblaciones 304 20681 68,0 68,0 69%
Total 607 56315 97,9 100%

g.l.= grados de libertad, SC = suma de cuadrados, SCM = suma de cuadrados medios.

21
Tesis Magister en Ciencias Bioldgicas



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

DISCUSION & CONCLUSIONES

La biodiversidad, en sentido amplio, se define como la diversidad de la vida, en todas sus formas; es decir,
desde genes hasta ecosistemas. Actualmente, la biodiversidad se encuentra amenazada a nivel global
(Myers et al. 2000), por lo cual la conservacion de las especie impone la necesidad de generar conocimiento
detallado de biodiversidad a todos los niveles, particularmente de la diversidad genética de las especies
amenazadas. Especificamente, los andlisis de diversidad genética intra-poblacional de las especies, son
fundamentales para el desarrollo de estrategias de la conservacién, debido a su utilidad para determinar la
persistencia y potencial adaptativo de una especie (Mattera et al. 2020). Por lo tanto, los indicadores de
diversidad genética deben considerarse al momento de desarrollar criterios y directrices para la conservacién

de especies, por sobre todo aquellas que se encuentran en peligro de extincion (Myers et al. 2000).

Los resultados del presente estudio indican que, a pesar de la fuerte fragmentacién que ha sufrido la
distribucion original de N. alessandrii, la especie mantiene niveles significativos de diversidad genética intra-
poblacional. Asimismo, los resultados indican tienden a ratificar los hallazgos de estudios previos (Torres-
Diaz et al. 2007, Torres-Diaz et al. 2021) los cuales indican que a pesar de que la especie es polinizada por

viento, esta mantiene niveles significativos de diferenciacion inter-poblacional.

Al nivel de la especie completa, la heterocigosidad esperada (He = 0,408) fue menor que la
heterocigosidad observada (Ho = 0,469), lo cual se tradujo en un fuerte exceso de heterocigotos (F= -0,127).
En comparacion a las especies congenéricas chilenas de distribucion restringida como N. glauca (He = 0,502)
y N. macrocarpa (He = 0,625) y de distribucién amplia como N. obliqua (He = 0,662) y N. alpina (He = 0,617),
N. alessandrii presenté baja diversidad genética (Tabla 7). Similarmente, los valores de heterocigosidad
esperada presentados por N. alessandrii fueron menos a los reportados por especies no congenéricas como
Fagus sylvatica (He = 0,765) y Quercus mulleri (He = 0,540) (Tabla 7). No obstante, los valores de
Heterocigosidad observada (Ho = 0,471) estimados para N. alessandrii fueron similares a los encontrados en

las especies restringidas N. glauca (Ho = 0,457) y mayores a los reportados para N. macrocarpa (Ho = 0,405).

Los analisis de estructuracion poblacional revelaron la existencia de seis grupos genéticos (K = 6) que
se anidan en tres regiones (K = 3). Dichos clusters genéticos fueron consistentes con la existencia de un
grupo propio de la zona norte (Grupo 1: Coipué), un grupo que contiene poblaciones del norte y centro
(Grupo 2: Piragua, Clazoncillos y Fundo El Desprecio) y de un grupo proveniente de la zona centro-sur
(Grupo 3: Reserva los Ruiles — Chanco, El Fin Empedrado, El Roble, La Montafia y El Desprecio). El analisis
de varianza molecular AMOVA a posteriori (después de reagrupar las poblaciones de acuerdo a la
estructuracion sugerida por STRUCTURE y DAPC) revelaron una alta diferenciacion entre clusters (28%). Por
otro lado, considerando que N. alessandrii es una especie polinizada por el viento (anemdfila), la
diferenciaciéon genética alta (Fst = 0,184). Dicho valor fue mayor que los valores reportados para otras
especies no congenéricas como Fagus spp (Fst = 0,765) y Quercus spp (Fst = 0,014) (Tabla 7).
Similarmente, el estimador de diferenciacién poblacional (Rst) fue sustantivamente mayor para N. alessandrii

(Rst = 0,287) que para las especies congenéricas sudamericanas de distribucién amplia como N. obliqua (Rst
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=0,110) y N. alpina (Rst = 0,160) y de distribucién restringida como N. glauca (Rst = 0,087) y N. macrocarpa
(Rst = 0,084). Dichos hallazgos son concordantes con los resultados reportados por Torres-Diaz et al. (2007)
y Torres-Diaz et al. (2021) quienes reportaron valores altos niveles de diferenciacion genética. En términos
globales, los altos niveles de diferenciaciéon entre poblacional reportados en el presente estudio podrian
explicarse por dos razones. Por un lado, la topografia compleja en la cual se distribuye la especie (zona
montafiosa 400-800 m y restringida a laderas de exposicion sur sur-este) podria restringir el flujo génico entre
poblaciones aumentando la deriva génica entre las mismas. Futuros estudios podrian evaluar esta
explicacién mediante estudios de flujo génico de polen mediante estudios de paternidad que cuantifiquen la
distancia a la cual pueden dispersarse los granos de polen de la especie. Alternativamente, la alta
diferenciacion entre poblaciones podria atribuirse al alto grado de fragmentacion de la distribucion de la
especie a causa de la accién antrépica. No obstante, explicacion parece poco probable debido a que la
especie es altamente longeva y los arboles muestreados corresponden a rebrotes de arboles previamente
cortados o quemados que muy probablemente mas antiguos (mas de 300 afios) que el inicio del proceso de
fragmentacion del habitat (200 afios). Lo anterior deja de manifiesto la necesidad de tener estimaciones
precisas de la longevidad maxima de la especie. No obstante, actualmente practicamente todos los arboles
remanentes corresponden a rebrotes de base siendo casi imposible encontrar arboles con fustes integros que
no hayan sido cortados o quemados. En un estudio reciente realizado en N. alessandrii, Millanao (2021)
estudio la estructura poblacional a escala fina en dos poblaciones (Reserva Los Ruiles - Chanco y Reserva
Los Ruiles - El Fin Empedrado). En aquel estudio se encontré una sefial significativa de parentesco genético
entre pares de arboles a distancias cortas (< 20m) para Chanco (indice de Moran = 0,135) y El fin empedrado
(indice de Moran = 0,114). En otras palabras, dichos resultados indican que los arboles cercanos entre si
estan altamente emparentados y que dicho parentesco disminuye a medida que aumenta la distancia entre
pares de arboles. Esto sugiere que la especie regenera en claros pequefios (perturbaciones naturales de
escala como por ejemplo la caida de un arbol) como ocurre en otras especies de caracteristicas bioldgicas

similares (arboles longevos polinizados por viento) del género Nothofagus.

Por otro lado, los valores de heterocigosidad observada para plantulas y adultos fueron similares (Ho
= 0,474 y Ho = 0,467, respectivamente). No obstante, los niveles de endogamia en plantulas. (F = -0,055)
fueron sustancialmente mayores que en los adultos (F = -0,151). Si bien la diversidad genética de plantulas
s6lo pudo ser estimada en tres poblaciones (las Unicas en las cuales se encontron regeneracién natural), al
comparar los niveles de endogamia de plantulas con la de los adultos de su respectiva poblacion, el aumento
de endogamia de plantulas respecto de los adultos fue consistente. Desafortunadamente, dichos resultados
no pueden ser atribuidos a la fragmentacion debido a que para evaluar correctamente el efecto de la
fragmentacion sobre la endogamia, se deberia evaluar la relacion entre el tamafio poblacional y la endogamia
en un mayor nimero de poblaciones de un amplio rango de tamafios poblacionales. Una relacién negativa y
significativa entre dichas variables seria la prueba de que la reduccion del tamafio poblacional aumenta la
endogamia mediante la reduccién en el nUmero de padres potenciales. La mayor endogamia de las plantulas
respecto de los adultos, puede explicarse por la fuerte seleccién en contra de los homocigotos que

generalmente ocurre en arboles longevos. Ledig (1986) sugiri6 que los arboles pueden acumular mucha
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carga genética (entendida como la reduccion en fitness de genotipos particulares en comparacion al fithess
de genotipos promedio) a través de mutaciones somaticas a causa de su gran tamafo. Esta elevada carga
genética en plantas de gran tamafio, podria favorecer la polinizacién cruzada si la heterocigosis logra
enmascarar los alelos deletéreos debido a la dominancia de alelos normales. Consecuentemente, en arboles,
existiria una fuerte seleccion a favor de genotipos heterocigotos (vigor hibrido). Una explicacién adicional, que
podria contribuir a la correlacion entre la longevidad y la polinizacidn cruzada, esta también asociada con las
diferencias en tamafo entre formas de vida. Debido a que las plantas de larga vida son a menudo grandes,
ellas podrian por una cuestion de probabilidades, ser mas propensas a auto-fertilizarse. Como resultado
existiria una selecciébn mas fuerte para mecanismos que tiendan a restringir la auto-fertilizacion en las

perennes/longevas (Lande & Schemske 1985, Barrett & Eckert 1990).

Por otro lado, los mayores niveles de endogamia encontrados en plantulas en comparaciéon a los
adultos de N. alessandrii se complementan con los hallazgos reportados por Millanao (2021). En su conjunto,
la mayor endogamia en plantulas que en adultos y la mayor de parentesco entra plantas cercanas
espacialmente, indican que sélo unas pocas plantulas llegan al estado adulto después de afios de seleccion
en contra de los homocigotos. En términos practicos, el escenario ecolégico mas probable para la
regeneracion natural de la especie, es aquel en el cual las plantulas de sélo tendran una oportunidad de
llegar adulto solo si: (i) ocurre la caida de un arbol que libere produzca la apertura del dosel y (ii) que las
plantulas que germinen en dicho claro, sean lo suficientemente variables genéticamente desplazar
competitivamente al resto de plantulas que hayan germinado en dicho claro. Consecuentemente, ambos

procesos explican los altos niveles de variacion genética de los adultos de la especie.

En su conjunto, los resultados de este estudio tienen el potencial de contribuir a tomar medidas para
la conservacioén de la especie. En primer lugar, la estructuracion genética de la especie sugiere que existen al
menos 3 grandes grupos genéticos, uno de los cuales estd conformado exclusivamente por la poblacion de
Coipué proveniente del limite norte de la distribucion de la especie, que si bien no presenta alelos privados
presenta la mayor heterocigosidad observada de todas las poblaciones muestreadas y que, adicionalmente,
corresponde a un grupo que, en términos de su frecuencias alélicas, se diferencia significativamente del resto
de las poblaciones aledafias de mas al sur. Estos resultados justifican la proteccion de dicho grupo genético
en alguna area de conservacion. Aunque lo anterior es dificil en términos administrativos, debido a que las
poblaciones remanentes de N. alessandrii estdn en manos de particulares, las actuales normas ambientales
exigen a las empresas forestales declarar las predios con presencia de ruil como zonas de alto valor para la
conservacion, lo que implica que no deben ser intervenidas. Por otro lado, los resultados obtenidos para las
plantulas sugieren que las plantulas producidas por regeneracion natural pueden ser utilizadas para la
restauracion de la especie ya sea para expandir las poblaciones ya existentes y/o ser utilizadas para crear
nuevas poblaciones, ya que de no producirse la apertura de un claro en el bosque, las plantulas estan
destinadas a morir debido sus tasas de crecimiento son demasiado bajas como para llegar a adultos a causa

de que son sombra-intolerantes (Santelices et al. 2012, Santelices et al. 2019).
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Este estudio presenta en parte, evidencia cientifica para la definicién de estrategias de conservacion
para N. alessandrii basado en el conocimiento genético. Los resultados obtenidos son de gran importancia en
la biologia de conservacion, debido a que permite comprender la historia evolutiva pasada y actual de la
especie, para proporcionar y/o implementar planes o estrategias de conservacion y restauracion ecoldgica.
Un ejemplo es la identificacién de areas prioritarias que podrian liderar acciones de conservacién in situ, con
el proposito de crear unidades operativas de manejo genético que mejor se adapten a la estructura genética
del ruil. Los andlisis propuestos permiten ademas, la elaboracion de mapas que indiquen el rango de
distribucion o zonas “optimas” de la especie. Esto permitiria transferir el material reproductivo dentro de estas
zonas especificas, con el objetivo de reducir el riesgo de alterar la estructura genética original (Mattera et al.
2020).

Este estudio es importante al momento de elaborar proyectos de restauracion ecolégica que se han'y
vienen desarrollando en la Universidad Catodlica del Maule y en instituciones como la Corporacién Nacional
Forestal (CONAF). Ademas los datos obtenidos son de gran importancia para el cumplimiento de la ley N°
20.283, sobre Recuperacion del Bosque Nativo y Fomento Forestal, con el objetivo de promover la

preservacioén y disminucion del riesgo de extincién de la especie endémica chilena.

Estudios futuros deberian incrementar el nimero de marcadores genéticos y el nimero de
poblaciones con el propdsito de mejorar las probabilidades de detectar potenciales nucleos de diversidad

genética que sean prioritarios para la conservacion.
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Especie Npops A Ae PLP Ho He Fis Rst Fsr Gsr Rango Referencia

N. alessandrii 12 3,1 21 86,7 0,471 0,409 - 0,287 0,184 0,172 Restringido Este estudio

N. glauca 9 4,5 - - 0,457 0,502 8333 0,087 - - Restringido Vergara et al. (2014)
N. alpina* 12 55 - - 0,620 0,617 - 0,160 - - Regional Vergara et a., (2014)
N. obliqua 20 6,2 - - 0,600 0,662 8332 0,110 - - Amplio Vergara et al. (2014)
N. macrocarpa 116 10,3 3,67 - 0,405 0,625 - 0,084 - - Restringido Mathiasen et al. (2020)
N. pumilio 35 - - - - 0,656 0,017 - - 0,065 Amplio Mattera et al. (2021)
Quercus mulleri 22 - - - 0,540 0,560 - - 0,014 - Pingarroni et al. (2020)
Fagus sylvatica 13 105 5.1 - 0,697 0,765 - - 0,017 - Cvrc€kova et al. (2017)

Npors= Numero de poblaciones estudiadas, A = Numero de alelos por locus, Ae = NUumero de alelos efectivos por locus, PLP = Porcentaje de loci polimérfico, He = Heterocigosidad
esperada, Ho = Heterocigosidad observada, Fs = Endogamia promedio intra-poblacional (Wright 1951), Rst = indice de diferenciacion intrer-poblacional especifico para microsatélites
(Slatkin 1995), Fsr = Indice de diferenciacién genética inter-poblacional (Wright 1951), Gsr = Indice de diferenciacion inter-poblacional (Nei 1973), Rango = Amplio o Estrecho, Referencia

Bibliografica. * indica que N. nervosa es igual a la N. alpina.
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