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RESUMEN

Las caracteristicas estructurales y el patrén de distribucion actual de los
Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica se encuentran vinculados a las
contracciones de drea durante las glaciaciones del Pleistoceno. El drea de
permanencia poblacional durante las glaciaciones Cuaternarias es conocida como
“Refugio Glacial”. La ubicacion y cualidades de los refugios glaciales es una
pregunta abierta para la biogeografia cuaternaria de Sudamérica. En este trabajo,
mediante una aproximacion filogeogréfica, se ponen a prueba dos escenarios que dan
cuenta de la contraccion y expansion de especies durante el Cuaternario: hipotesis de
multiples refugios vs. refugio unico. Para ello se estudiaron 150 individuos de 22
localidades que cubren el rango de distribucion completa en Chile de Eucryphia
cordifolia, componente terméfilo de los Bosques Templado Lluviosos del sur de
Sudameérica.

El analisis genético permitié identificar 9 haplotipos. Los resultados muestran
ausencia de estructuracion filogeografica y un patrén de concentracién de haplotipos
en latitudes centrales del rango de E. cordifolia, localizados en zonas aledafias a la
costa. Se sugiere que Cordillera Pelada corresponde a la zona de refugio glacial para
las poblaciones de E. cordifolia. Ademas, la disminucion de haplotipos y distancias
genéticas hacia los extremos de su rango confirma los desplazamientos de los limites
actuales de su rango. Dadas las caracteristicas de la tolerancia ecoldgica de E.
cordifolia, se sugiere que suftrio contracciones en sentido sur-norte durante la ultima
glaciacidén, y contracciones en sentido norte-sur, probablemente, a inicios del

Holoceno.



ABSTRACT

glaciations. The population permanence area during Quaternary glaciations is known
as “Glacial Refuge”. The location and features of glacial refuges is an open question
in the Quaternary biogeography of South America. In this work, through a
phylogeographic approach, two settings are tested, giving account of the contraction
and expansion of species during Quaternary: multiple refuges v/s single refuge
hypothesis. 150 individuals of 22 locations were studied, covering the complete
distribution range in Chile for Eucryphia cordifolia, thermophilous component of the

Temperate Rainforest of southern South America.

for the range of £ cordifolia, localized in coastal areas. It is suggested that Cordillera
Pelada is the glacial refuge area for £ cordifolia. Besides, the decrease of haplotypes
and genetic distances to the edges of the range confirms the displacements of the
current range limits. Due to the features of ecological tolerance of £ cordifolia, it is
suggested that it suffered south-north contractions during last glacial phase, and

probably north-south contractions during Early Holocene.



INTRODUCCION

La actual distribucion geografica, demografia y estructura genética de las
especies de plantas y animales puede considerarse como un legado de los ciclos
glaciales/interglaciales ocurridos durante el Cuaternario (Gltimos 2.6 millones de
afios, ICS, 2009) (Hewitt, 1996; Avise et al, 1998). El efecto de estos ciclos
glaciales sobre los rangos de distribucion de las especies varfa con la latitud y la
topografia. En general, durante las fases frias las latitudes altas fueron cubiertas por
glaciares o permafrost, y las especies asociadas a zonas templadas y tropicales se
desplazaron hacia latitudes ecuatoriales (Hewitt, 2004). A su vez, el incremento de la
aridez en zonas ecuatoriales produjo una reduccion de los rangos de distribucion de
los bosques tropicales y expansion de los desiertos (Hewitt, 2004). Ademas, existe
evidencia de descensos del limite arboreo en montafias de zonas tropicales y
subtropicales entre 1000-1700 m (Rind & Peteet, 1985; Flenley, 1998). Los procesos
de enfriamiento fueron acompafados por: incrementos en el volumen de hielo;
disminucion en el nivel del mar (por ejemplo, durante la etapa isotdpica marina 2 se
habria registrado un descenso de 120 m con respecto al presente (Rohling et al.,
1998)); descenso en las temperaturas superficiales del mar (Otto-Bliesner et al.,
2006) y disminucién en el diéxido de carbono atmosférico (Raynaud ef al., 1993;
Petit et al., 1999). En Sudamérica es importante también la influencia de los vientos

del oeste y sus anomalias de intensidad y posiciéon latitudinal asociadas a las



glaciaciones. Durante los periodos glaciales la intensificacion de los vientos del oeste
habria contribuido a incrementar las precipitaciones en latitudes medias de
Sudamérica (Moreno et al., 1999).

Las latitudes medias de Sudamérica constituyen una region clave para abordar
preguntas acerca del cambio climatico en el hemisferio sur (Moreno, 2002). Esta
region es particularmente sensible a la influencia de los vientos del oeste, y €s una de
las pocas masas de tierra que mantienen campos de hielo, glaciares de alta montafia y
comunidades de bosque lluvioso, en un gradiente tanto latitudinal como altitudinal,
dentro de la zona de influencia del cintur6n de los vientos del sur (Moreno, 2002). En
la vertiente oeste de la Cordillera de Los Andes, entre 40°S y 43°S
aproximadamente, el Ultimo Méximo Glacial (UMG) o Etapa Isotopica Marina 2
(MIS 2) esta fechado entre 28.000 y 16.000 afios calendario AP (Denton et al., 1999;
Kaplan et al., 2008). Este periodo estd caracterizado por condiciones frias y
humedas: las temperaturas medias de verano fueron entre 6 y 8° C mds bajas que la
media moderna (Heusser et al., 1999) y las precipitaciones aproximadamente el
doble que en la actualidad (Moreno, 1997; Moreno et al., 1999; Moreno & Leon,
2003). Durante este periodo, las laderas orientales y occidentales de la Cordillera de
Los Andes, grandes dreas de la Depresion Intermedia y la mitad sur de la Isla grande
de Chiloé fueron cubiertas por 16bulos glaciales piedemonte (Mercer, 1976; Heusser
& Flint, 1977) (Fig. 1). Ademas, la solifluxién y la actividad glaciofluvial
extendieron la influencia de los glaciares hacia el norte, hasta aproximadamente los
40° S (Veit, 1994; Veit & Garleff, 1995).

En el cono sur de Sudamérica la influencia glacial tuvo impactos importantes

sobre la biota asociada (Villagran & Hinojosa, 1997). En la actualidad, en esta zona



se distribuyen los Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica (Armesto er
al., 1995). Esta regién se caracteriza, en general, por presentar temperaturas
moderadas, debido a la influencia oceanica, y por presentar precipitaciones de
invierno y verano, proporcionadas por los frentes de lluvias originados en ¢l cinturén
de vientos del oeste (Armesto et al., 1995). La topografia es dominada por dos
cordones montafiosos: La Cordillera de la Costa y la Cordillera de Los Andes. Estos
cordones ejercen un efecto de biombo climéatico que concentra las precipitaciones en
sus vertientes occidentales. En la actualidad el clima en el ambito del Bosque
Templado-Lluvioso se caracteriza por un fuerte gradiente climatico norte-sur,
considerando: temperatura, con una disminucion de la media anual que va desde
12°C a los 36°S hasta 5°C a los 55°S; precipitaciones, con un incremento gradual
desde 1.500 mm a los 39°S hasta mas de 4.500 mm a los 47°S.; y estacionalidad en
las lluvias dentro de todo el rango de los bosques templados, pero mas pronunciada
en zonas costeras (zona estacional entre 36-42°S, y no-estacional entre 42-55°S)
(Armesto ef al, 1995). La misma magnitud de cambios en temperatura y
precipitaciones se observa en el gradiente topografico (altitudinalmemte o entre
cordilleras y valles). Este gradiente conduce a una zonacién de las comunidades de
bosque tanto en una dimensién latitudinal como altitudinal, donde se reconocen tres
tipos de comunidades forestales siempreverdes: Bosque Valdiviano, Bosque
Nordpatagoénico y Bosque Subantartico (Schmithiisen, 1956).

Las caracteristicas estructurales y el patrén de distribucién de los bosques del
sur de Sudamérica se encuentran estrechamente vinculados a las contracciones y
expansiones que experimenté el area forestal durante las repetidas glaciaciones del

Pleistoceno (Villagran & Hinojosa, 1997). Se estima que dos tercios del area forestal



actual del sur de Sudamérica fueron cubiertos por glaciares durante UMG. Su efecto
produjo una severa reduccion en el rango de distribucion y abundancia de la biota de
esta region, concentrando y limitando su distribucion hacia afuera de la zona afectada
por glaciares (Villagran & Hinojosa, 1997). A partir de los 14.700 14C (Denton et al.,
1999) tras el colapso de los hielos durante la deglaciacion, habria comenzado la
expansion de las especies forestales (Villagran & Hinojosa, 1997). A aquellas areas
donde se habria concentrado la biota, producto de estos procesos de reduccion en
distribucién y abundancias asociados a periodos glaciales, y desde donde se habria
iniciado su posterior re-expansion durante los interglaciales, se les conoce como
“Refugios Glaciales”. Debido a la ausencia de evidencia empirica directa en el sur de
Sudamérica, el niimero y ubicacion de estos refugios glaciales alin genera discusion e
incertezas. Elucubraciones en torno a este problema se han basado principalmente en
resultados de estudios fitogeograficos, palinolégicos y genéticos.

La evidencia fitogeografica, sobre la base del patron de concentracion de
especies forestales, sugiere como posible ubicacién de la zona de refugio glacial las
partes medias y bajas de la Cordillera de la Costa entre 36° S y 40° S (Villagran &
Hinojosa, 1997; Villagran er al., 1998; Villagran & Hinojosa, 2005). Esta hipétesis
se sostiene en la concentracion, de entre un 66 y 77%, de las especies lefiosas de los
bosques de Chile y en la restriccion de varios taxa monotipicos y endémicos a esta
region (Villagran & Hinojosa, 1997; Villagran et al., 1998). No obstante, también se
ha discutido este patron de concentracion como el efecto combinado entre procesos
histéricos y caracteristicas ecoldgicas relacionadas a productividad (Samaniego &
Marquet, 2009). La covariacién taxonomica de gran escala sobre este patrén de

concentracién, observado tanto en especies forestales (4rboles, arbustos y



enredaderas), como en mamiferos y mariposas, sostiene la preponderancia de los
procesos historicos por sobre los ecologicos (Villagran & Hinojosa, 1997;
Samaniego & Marquet, 2009).

Los modelos fitogeograficos propuestos por Villagran (1991, 2001), sobre la
base de evidencia palinolégica, postulan la permanencia de taxa en la Cordillera de la
Costa y zonas litorales, entre el norte de la Isla Grande de Chiloé y la Cordillera de
Nahuelbuta durante las glaciaciones. Esta hipotesis se basa principalmente en la
ausencia de polen asignable a componentes claves de estos bosques en depositos de
Isla Grande de Chiloé, Depresion Intermedia y Cordillera de Los Andes durante las
fases frias.

Finalmente, la evidencia genética reciente contrasta con la hip6tesis de refugio
costero Unico. Se ha postulado que, ademas de la zona de refugio costero, habrian
permanecido pequefias 4reas libres de hielo dentro de los limites propuestos para los
glaciares durante los periodos glaciales (Fig. 1). Se sugiere que estas areas
albergaron a las especies forestales y que desde estas miltiples localidades,
microclimaticamente favorables, comenzaron su expansion (Markgraf ef al., 1995;
Marchelli et al., 1998). Los patrones de distribucién geogréfica de la diferenciacion
genética de las coniferas Fitzroya cupressoides (Allnutt et al., 1999; Premoli et al,
2000; Premoli et al., 2003); Pilgerodendron uveriferum (Premoli ef al, 2001;
Premoli ef al., 2002; Allnutt et al., 2003); Araucaria araucana (Bekessy et al., 2002)
y las angiospermas Nothofagus nitida (Premoli, 1997) y Nothofagus alpina
(Marchelli et al., 1998) son compatibles con esta hipétesis. Por ejemplo, con datos de
isoenzimas se ha propuesto que las poblaciones modernas de Fiizroya cupressoides

son derivadas desde refugios glaciales localizados principalmente en areas costeras



del centro-sur de Chile (Premoli er al., 2000), tal como lo ha sugerido Villagran
(1991); pero también desde areas bajas del Valle Central (Premoli ez al., 2003), y
algunas dreas ubicadas en la ladera Este de la Cordillera de Los Andes, cerca de los
42°S (Premoli et al., 2000). También se ha propuesto, sobre la base de evidencia
genética, la existencia de refugios glaciales localizados hacia el extremo austral del
rango de distribucion de algunas especies, por ejemplo para Nothofagus pumilio en
Tierra del Fuego en 54° S (Premoli, 2004), y para P. uveriferum en Puerto Aysén en
45° S (Premoli er al., 2002). Es importante destacar que estas especies son frio-
tolerantes y pertenecen al componente Nordpatagonico y Subantértico (Villagran,
1985). Por otro lado, estudios genéticos (RAPDs) en Aextoxicon punctatum, una
especie termdfila del Bosque Valdiviano, muestran un patrén coherente con la idea
de refugio Unico, sugiriendo una expansion poblacional desde zonas costeras hacia el
Valle Central y Cordillera de Los Andes, y desde el norte hacia el sur (Nufiez-Avila
& Armesto, 2006).

La evidente contradiccion entre ambas hipdtesis de refugios glaciales hace
necesario ampliar nuestro conocimiento acerca de la historia biogeogréfica de los
taxa de los Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica. Dilucidar las
respuestas migratorias de las especies forestales, particularmente de aquellas que
componen el elemento més terméfilo de la asociacion, serd clave para comprender
las respuestas de la biota a los procesos glaciales ocurridos durante el Cuaternario, en
particular durante y después del Ultimo Maximo Glacial (UMG, centrado
aproximadamente en 21.000 afios calendario AP).

Considerando los antecedentes expuestos, el objetivo principal de este trabajo

es caracterizar la distribucion geografica de la variabilidad de ADNcp en Eucryphia



cordifolia (Cunoniaceae), un drbol endémico del Bosque Templado-Lluvioso del sur
de Sudamérica y perteneciente al componente Valdiviano. Es la especie mas
termofila de estos bosques y es usada como un taxa indicador de condiciones calidas
en estudios palinolégicos de la Region de Los Lagos (Villagran, 1988b; Heusser et
al., 1999; Moreno & Ledn, 2003; Abarzua et al., 2004; Moreno, 2004). Se contrastan
dos escenarios historicos posibles: el primero propone aislamiento en miultiples éreas,
incluyendo 4reas costeras y algunas areas libres de hielo dentro de la region cubierta
por glaciares, seglin lo propuesto para el UMG (hipodtesis de multiples refugios);
mientras el segundo propone que la colonizacion postglacial tendria su origen en un
tinico sector localizado en 4reas costeras entre 36° S y 40° S (hipétesis de refugio
tinico). Se predice que si las poblaciones actuales son derivadas desde multiples
fuentes, se encontrard estructuracion filogeografica y patrones tanto de alta
divergencia genética como de aislamiento y acumulacién independiente de nuevas
variantes. En forma alternativa, se espera falta de estructuracion filogeografica y una
disminucién de la diversidad genética intrapoblacional vinculada al incremento de la
distancia desde la posible fuente de expansion postglacial de las poblaciones

actuales.

Modelo de estudio

Eucryphia cordifolia Cav (Cunoniaceae) es un arbol siempreverde, endémico de
los Bosques Templado Lluviosos de Chile y Argentina. En Chile esta distribuido en

ambas cadenas montafiosas, entre 37° S y 43°20° S aproximadamente (Fig. 1)



(Rodriguez et al., 1983; Rodriguez e/ al., 2005), y en Argentina se distribuye entre
40° S y 42° S aproximadamente, restringido a pequefias poblaciones en las
provincias de Chubut, Neuquén y Rio Negro (Dress, 1956; Sanchez, 1988). Su rango
de elevacién va desde el nivel del mar hasta los 700 m.s.n.m. Se desarrolla
principalmente en un clima ocednico-lluvioso (1.400 a 4.000 mm/afio), con
condiciones de temperatura media anuales moderadas (11°C promedio) (Donoso,
2006). Su limite norte de distribucion estaria determinado por su dificultad para
adaptarse a los cambios estacionales en las precipitaciones. No extiende su rango
hacia el sur y no alcanza altitudes superiores, probablemente, debido al incremento
de las precipitaciones y disminucién de la temperatura (Donoso, 2006).

Las flores de Eucryphia cordifolia son hermafroditas, blancas, vistosas (Fig.
2b), solitarias, con 4 pétalos y muchos estambres blancos (Donoso, 2006). Fucryphia
cordifolia tiene un sistema reproductivo autoincompatible y posee uno de los mas
ricos ensamblajes de polinizadores de los Bosques Templado Lluviosos del sur de
Sudamérica, compuesto principalmente por insectos (Smith-Ramirez et al., 2005). El
fruto es una capsula lefiosa y oblonga de 1.5 cm de largo por 1 cm de didmetro, que
se abre en varios compartimientos cuando madura (Fig. 2d). Las semillas son
livianas, pequefias (4-5 mm de largo y 2 mm de ancho) y estan provistas de un ala
membranosa, lo cual sugiere dispersién anemacora (Fig. 2¢) (Rodriguez et al., 1983;
Donoso, 2006). Aunque no hay estudios cuantitativos sobre la vagilidad de E.
cordifolia, se ha propuesto que especies con semillas morfoldgicamente similares se
ubican entre aquellas con alta capacidad de dispersion (Augspurger, 1986). Respecto
de su dindmica regenerativa, E. cordifolia presenta tolerancia intermedia a la sombra

y regeneracion esporadica e intermitente, respondiendo a la apertura de claros de
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tamafio suficiente y condiciones de luz adecuadas para su crecimiento (Veblen ef al.,
1979). Ademas, E. cordifolia es una especie de presencia temprana en las fases

sucesionales después de destruccion de habitats por fendmenos catastréficos (Veblen

& Ashton, 1978).
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Figura 1. Se muestra el rango de distribucion geografica de Eucryphia cordifolia en
Chile con el 4rea achurada. La linea punteada muestra la extensién estimada de los
glaciares durante el Ultimo Méximo Glacial, de acuerdo a Holling & Schilling
(1981).
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Eucryphia cordifolia. a) arbol adulto b)
flor c) fruto inmaduro d) fruto maduro €) semilla.

Mediante informacion proveniente de datos palinolégicos, se ha alcanzado un
importante conocimiento acerca de la dinamica historica de distribucién de los
Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica durante los tltimos 20.000 afios.
De estos antecedentes se desprenden algunos hitos importantes de las respuestas
distribucionales de Eucryphia cordifolia y las especies mas termofilas de estos
bosques. De este modo, Villagran (1991, 2001) sugiere que las poblaciones de E.
cordifolia habrian restringido su distribucion a dreas de mediana y baja altitud de la
Cordillera de la Costa, entre los 36°-40° S, durante las glaciaciones. Después del

UMG, tras el colapso y retroceso de los glaciares entre 17.000 y 10.000 afios
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calendario AP, comenzé la expansion de las especies mas resistentes al frio, seguidas
probablemente por las primeras vanguardias de especies arbdreas intolerantes al frio
del componente Norpatagdnico y Valdiviano, entre ellos E. cordifolia (Villagran,
1991; Moreno, 2004). Los mayores niveles de abundancia del componente mas
termofilo del Bosque Valdiviano ocurren posteriormente, entre 10.000-7.000 afios
calendario AP, en Patagonia Norte (Moreno, 2004). La dominancia del componente
polinico FEucryphia/Caldcluvia ha sido interpretada como una respuesta al
establecimiento de condiciones calidas, al decrecimiento de la media anual de
precipitaciones y, probablemente, a un incremento en la estacionalidad de las lluvias
(Heusser, 1966, 1984; Villagran, 1985; Villagran, 1988b; Abarzua er al., 2004,
Moreno, 2004). A partir de los 6900 afios calendario AP, los registros polinicos
muestran una tendencia al retroceso del componente Eucryphia/Caldcluvia y su
reemplazo por especies resistentes al frio en Patagonia Noroeste (40° S-43°
S)(Moreno, 2004). Este desplazamiento, probablemente, fue desencadenado por
condiciones con tendencia al enfriamiento e incremento en las precipitaciones,
marcandose asi el fin abrupto de las condiciones optimas para E. cordifolia en esta
zona (Heusser, 1966; Villagran, 1988b; Abarzua et al, 2004; Moreno, 2004).
Finalmente, se habria establecido un patron de distribucion semejante al actual en E.
cordifolia hace aproximadamente 3000 afios, cuando se instauraron condiciones

climéticas similares a las modernas en Patagonia Noroeste (Moreno, 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se colecto tejido foliar de Fucryphia cordifolia a lo largo de todo su rango de
distribucion (tabla 1). Se estudiaron 150 individuos de 22 localidades en un rango
latitudinal entre 36° 47,310" S y 42° 52,630" S, y un rango altitudinal de 0 a 705
m.s.n.m (Tabla 1). En cada localidad se obtuvieron hojas de al menos 6 individuos,
separados entre ellos por 50 metros, para minimizar la probabilidad de colectar
individuos idénticos genéticamente o estrechamente relacionados. Las hojas fueron

tomadas y almacenadas en Silica Gel hasta su procesamiento en el laboratorio.

Cédigo Localidad Latitud Longitud Altitud (m.s.n.m.) n
U1 Hualpén (V) 36° 47,310 73°09,498 0 6
uz2 Escuadron (VIII) 36° 56,138 73° 05,334 450 6
u3 Llico (Vi) 37° 13,445 73° 34,989 300 10
U4 Contulmo (VIIT) 38° 00,581° 73° 11,111 373 9
us Huife (1X) 39° 13,465 71° 39,245 498 6
us Cordillera Pelada Poniente 4 (XIV) 39° 58,657 73° 38,958" 700 B
u7 Los Ulmos (XIV) 40° 02,056" 72° 59,272 150 10
us Cordillera Pelada Poniente 3 (XIV) 40° 05,341 73° 33,936 300 6
ue Cordillera Pelada Poniente 2 (XIV) 40° 08,445 73% 36,599 212 7
u10 Cordillera Pelada Poniente 1 (XIV} 40° 10,0186° 73° 32,686° 705 6
Uit Cordillera Pelada Qriente (XIV) 40° 15,757 73° 19,871 354 6
U1z Huaquecura (XIV) 40° 11,288 71° 55,979 300 8
u13 Petrohue (X) 41° 07,592 72024711 272 6
U14 Valle Los Ulmas (X) 41°17,410° 72° 34,677 533 7
u1s Cayetue (X) 41° 19,165 72° 16,346 313 6
u16 Camino a Ralun (X) 41° 19,863 72° 24,824’ 184 6
u17 Puelo (X) 412 42,051 72° 24,362 73 6
uU18 Puelche (X) 41° 44,060 72° 38,068 7 7
ute Puerto Montt {X) 41° 46,841 73° 26,833 13 B
u20 Senda Darwin (X) 41° 52,848 73° 49,805 24 8
uz21 Quemchi (X) 42°08,740° 73°42,070° 147 6
U2z Detico (X) 42°52,630°  73° 34,096 36 6

Total 150

Tabla 1 Nombre del sitio, ubicacién y tamaiio de la muestra para todas las localidades
de Eucryphia cordifolia estudiadas. En la columna de nombre de localidad se indica
entre paréntesis la region administrativa a la que pertenece cada sitio.
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Extraccién, amplificacion y secuenciacion de ADN

El tejido foliar obtenido en terreno fue secado y pulverizado con molino
(Tissue Lyser, QIAGEN). El ADN fue aislado siguiendo el protocolo propuesto para
el kit de extraccion DNAeasy Plant Mini Kit de QIAGEN (anexo 1) y purificado por
precipitacion con etanol (anexo 2). Se realizé una evaluacién de polimorfismo de
ADN de cloroplastos (ADNcp), con 6 individuos obtenidos en 3 poblaciones que
cubren el rango de distribucién completo de Eucryphia cordifolia. Se evalu6 ADNcp
por su modo de heredabilidad clonal y porque, dada la heredabilidad maternal de
cloroplastos en angiospermas, se esperaba encontrar niveles de estructuracion
geografica mas altos que con marcadores nucleares (Petit ef al., 1993; Ennos, 1994).
Se probaron los siguientes partidores trnT-trnF (Taberlet ef al., 1991), trnD-trnT,
trnC-tmD (Demesure et al., 1995), trnG-trnS (Wakasugi et al., 1994), orf184-petA,
trnS-trnR  (Grivet ef al, 2001), tmV-ndhC, trnQ-rpsl16, ndhF-rpl32R, trnL-rpl32F
(Shaw et al, 2007). También, se testearon los partidores de microsatélites de
cloroplastos ccmp4, ccmp3, cemp6, cemp7 y cempl0 (Weising & Gardner, 1999).
Finalmente, se selecciond el fragmento trnV-ndhC porque presentd la mayor
variabilidad. En consecuencia, se extendid la amplificacion a los 150 individuos
muestreados. La amplificacion del material genético fue realizada mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en una mezcla de volumen total de 25
mL, compuesta por 4.65 mL dH;0, 0.1 mM de mezcla de dNTP, 0.5 U/ml Taq
polimerasa, 2.5 mM 10X Taq Buffer, 0.1 pm de cada partidor, 0.35 mL BSA y 7mL

de templado de ADN. El programa de amplificacion incluyd un paso inicial de
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denaturacion de 4 min a 94 ° C, seguido por 30 ciclos [45 segundos de denaturacion a
94 ° C, 45 s de alineamiento a 50 ° C y 3 minutos de extensién a 72°C], con un paso
final de extension de 72 ° C por 10 minutos. Después, 6 pl de producto de PCR
marcado con Bromuro de Etidio fue chequeado en un gel de agarosa y TAE al 2%.
Los 19uL restantes fueron purificados y secuenciados en el centro de secuenciacion

Macrogen Inc.

Analisis de datos

Diversidad genética y relacién entre haplotipos

Las secuencias fueron editadas y alineadas usando Bioedit 7.0.9 (Hall, 1999)
y el ajuste se concluyd por inspeccion visual. Para obtener una descripcién general
de los datos se calcularon los parametros de diversidad estindar: nimero de
haplotipos (K); numero de sitios polimdrficos (S); diversidad haplotipica (H);
diversidad nucleotidica () y nimero promedio de diferencias entre pares de
secuencias (IT) utilizando el programa DNASp v.5 (Librado & Rozas, 2009). Se us6
criterio de parsimonia para inferir las relaciones entre los haplotipos (Posada &
Crandall, 2001) y se construyo la red resultante con el programa TCS 1.21 (Clement

et al., 2000).
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Distribucion espacial de la diferenciacion genética

Se evaluo la diferenciacion genética entre poblaciones mediante
comparaciones pareadas, usando los estadigrafos Fst (Wright, 1951) (Anexo 3). Se
puso a prueba la significancia de asociacion entre distancia genética (F'st) y distancia
geografica (kilometros) mediante test de Mantel (Mantel, 1967) implementado en el
programa GENETIX (Belkhir ez al., 2002). La significancia estadistica fue testeada
usando 1000 permutaciones aleatorias.

La estructura geografica fue evaluada mediante un Analisis Espacial de
Varianza Molecular (SAMOVA) (Dupanloup et af., 2002). SAMOVA es un método
que simula diferentes particiones de las poblaciones en grupos y retiene la particion
con mayor valor de Fer (proporcion de la variacion genética entre grupos). Se
probaron particiones de entre 2 a 10 grupos. SAMOVA evaltia la diferenciacion
genética mediante Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA; (Excoffier et al.,
1992)). AMOVA descompone la variabilidad molecular entre grupos, entre
poblaciones dentro de grupos y dentro de poblaciones.

La estructuracion filogeografica fue puesta a prueba utilizando los
coeficientes Gst y Nst(Pons & Petit, 1995, 1996). Ambos estiman la relacion entre
la diversidad genética intrapoblacional promedio y la diversidad genética total, pero
mientras que Gst solo hace uso de frecuencias de haplotipos, Nst toma en cuenta
ademas las diferencias entre los haplotipos. Los indices de diferenciacion (Gsr y Nst)
fueron comparados con un test de 1000 permutaciones aleatorias de Nsr para probar
si eran significativamente distintos. La distribucion de valores de Nsr, obtenida por

permutaciones, fue comparada con su valor observado. Generalmente, si Ny resulta
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significativamente mayor que Gsr se considera como un indicador de estructura
filogeografica de los haplotipos, dado que seria mas probable encontrar haplotipos
genéticamente mas cercanos dentro de una poblacion que entre poblaciones distintas.
Este anélisis fue realizado siguiendo el método desarrollado por Burban et al.(1999),

usando el programa PERMUT (http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/

Software/).

Paisaje genético

Con el fin de evaluar el patrén de distribucion geografica de la distancia
genética se construyd una superficie de paisaje genético (Miller, 2005; Miller et al.,
2006). Este método aplica la red de conectividad por triangulacion de Delaunay a los
sitios de muestreo y asigna una distancia genética al punto medio de cada par de
sitios. Las distancias genéticas sobre la superficie del paisaje son luego interpoladas a
través de todo el rango geografico muestreado. Este método es cualitativo, pero
provee una util representacion gréafica de las distancias genéticas sobre el area de
muestreo. El paisaje genético fue generado con una grilla de 50x50 celdas
uniformemente espaciadas. Se interpolaron valores de distancias genéticas residuales
con un rango de valores para el parametro de ponderacion de la distancia (a) 0.1 y

3.0. Este analisis fue realizado en el programa Alleles in Space (Miller, 2003).
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RESULTADOS

El largo de alineamiento de las secuencias del intrén trnV-ndhC en Eucryphia
cordifolia fue de 418 bp. Las secuencias presentaron 7 mutaciones, cinco
sustituciones y dos inserciones/deleciones (Tabla 2). A partir del andlisis de 150

individuos se identificaron 9 haplotipos, H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8 y H9

(Tabla 2).

1 2 3 4 3 3 3
4 4 4 5 5 5 5 4 5 3 3 3 3 3 9§
Haplotipo 7 8 @ 01 2 4 6 1 4 3 5 7 8 0
H1 - - - - - - AT TCGAATTTASG
H2 c - 2
H3 . c A

H4 - - - - - - C c

H5 - - - - - - C c
H6 E c :
H7 T GG AAT C . A

H8 T O
Hg - - = = -« - ., G C

Tabla 2 Distribucién de sitios polimorficos en fragmentos de trnV-ndhC de
Eucryphia cordifolia. La posicion del nucledtido en el alineamiento es mostrada
arriba. Las deleciones estén indicadas por el signo (-).

En la figura 3 se muestra la distribucion geografica de los 9 haplotipos
encontrados. Los haplotipos H1 y H2 estdn presentes en 21 de las 22 localidades
investigadas y cubren todo el rango de distribucién de Eucryphia cordifolia (Fig. 3).

Ocho de las localidades analizadas estan compuestas unicamente por el haplotipo HI

o por los haplotipos H1 y H2. Aquellas localidades con bajo nimero de haplotipos
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estan localizadas preferentemente en los extremos del rango latitudinal de E.
cordifolia: en Cordillera de Nahuelbuta e Isla Grande de Chiloé (Fig. 3, Tabla 6). Los
siete haplotipos restantes se consideran raros (H3, H4, H5, H6, H7, H8 v H9) debido
a que estan presentes solo en el 18.2% de los individuos muestreados. Cinco de los
haplotipos raros (H3, HS5, H6, H7 y H8) estan presentes en la Cordillera de la Costa
cerca del centro del rango latitudinal de E. cordifolia (40°S), en la region
correspondiente a Cordillera Pelada (Tabla 6, Fig. 1, Fig. 3). Dos de estos haplotipos,
H7 y H8, estan restringidos a la ladera poniente de la Cordillera Pelada, mientras que
los otros tres, H3, H5, H6, estin presentes también en otras regiones. S6lo dos
haplotipos raros (H4 y H9) no se encuentran representados en el area costera, ambos
estan representados por un Unico individuo y se encuentran en la Cordillera de los

Andes (Fig. 3).
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36°-

Figura 3. Distribucion geografica y frecuencias de haplotipos de ADNcp de
Eucryphia cordifolia. El tamafio de los circulos es proporcional al nimero de
individuos analizados en cada poblacidn; el color representa a cada haplotipo.
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Diversidad genética y relacion entre haplotipos

de diversidad: diversidad haplotipica (H)=0.663; diversidad nucleotidica (7) =
0.00320; y nimero promedio de diferencias entre dos secuencias (IT) = 1.301 (Tabla

3). El nimero de haplotipos por poblacion varia entre 1 y 4, y la diversidad

A partir de los 150 individuos estudiados se obtuvieron los siguientes indices

haplotipica va de 0 a 0.80952 (Tabla 3).

Cadigo Localidad Grupo n S K H II Vg

u1 Hualpen (VIII) Cordillera de Nahuelbuta 6 0 1 0,00000 0,00000 0,00000
Uz Escuadrdn (VIII) Cordillera de Nahuelbuta 6 o] 1 0,00000 0,00000 0,00000
us Llico (VII1) Cardillera de Nahuelbuta 10 2 2 0.20000 0.40000 0.00098
U4 Contulmo (VII1) Cordillera de Nahuelbuta 9 3 3 0,63889 1,27778 0,00314
U5 Huife {IX) Cordillera de Los Andes 6 2 3 0,60000 0,88667 0,00213
U6  Cordillera Pelada W 4 (XIV) Cordillera Pelada 6 3 3 0,60000 1,20000 0,00295
U7  Los Uimaos (XIV) Valle Central 10 4 4 0,77778 1,55556 0,00382
U8  Cordillera Pelada W 3 (XIV) Cordillera Pelada 6 2 3 0,73333 0,93333 0,00229
Ug  Cordillera Pelada W 2 (XIV) Cordillera Pelada 7 5 4 0,80952 1,80476 0,00468
U10 Cordillera Pelada W 1 (XIV) Cordillera Pelada 6 0 1 0,00000 0,00000 0,00000
u11 Cordiliera Pelada E (XIV) Cordillera Pelada 6 3 3 0,60000 1,20000 0,00295
U12  Huaquecura {(XIV) Cordillera de Los Andes 8 3 3 0,60714 1,21429 0,00298
U13  Petrohue (X) Cordillera de Los Andes 6 3 3 0,73333 1,26667 0,00311
U14  Valle Los Ulmos (X) Cordillera de Los Andes 7 2 2 0,47619 0,95238 0,00234
U158 Cayetue (X) Cordillera de Los Andes 6 2 2 0,53333 1,06667 0,00262
U16  Camino a Ralun (X) Cordillera de Los Andes 4] 3 3 0,73333 1,46667 0,00360
U17  Puelo {X) Cordillera de Los Andes 6 2 3 0,60000 0,86667 0,00213
U18  Puelche (X) Cordillera de Los Andes 7 2 2 0,28571 0,57143 0,00140
U19  Puerto Montt (X) Valle Central 6 2 2 0,53333 1,06667 0,00262
U20  Senda Darwin (X) Ista Grande de Chiloé 8 2 3 0,75000 0,96429 0,00237
U21  Quemchi (X} Isla Grande de Chilog 6 2 3 0,73333 1,13333 0,00278
U22  Detico (X) Isla Grande de Chiloé 6 2 2 0,60000 1,20000 0,00295

150 7 9 0,66255 1,30121 0,0032

Tabla 3 indices de diversidad estandar calculados para cada localidad y para el total
de las localidades muestreadas. Ademads, se incluye la unidad geogréfica a la que

pertenece cada grupo.
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La red de haplotipos (Fig. 4) sugiere que los haplotipos frecuentes y
ampliamente distribuidos (H1 y H2), ademas del haplotipo H3, son derivados del
haplotipo H6. Dado el alto nimero de conexiones observadas en el haplotipo H6 se
sugiere que éste corresponderia al haplotipo ancestral. El origen de los haplotipos H4
y H3, estrechamente relacionados entre ellos, no se puede resolver, y permanece la
duda si divergen desde H2 6 Hé6. Los haplotipos mas derivados H7, H8 y H9 se

relacionan con H3, H1 y H2, respectivamente (Fig. 4).

T H1(69)

P

s

H3 (6) H7 (7)

Figura 4. Reconstruccion filogenética, con criterio de parsimonia, de la relacion entre
haplotipos de trnV-ndhC (ADNcp) en Eucryphia cordifolia. Cada circulo representa a
un haplotipo. Las lineas representan un paso mutacional. El tamafio de los circulos es
proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. El niimero entre paréntesis indica el
numero de individuos por haplotipo.

23



Distribucion espacial de la diferenciacion genética

La evaluacion de los Fst de pares (anexo 3) indica diferencias entre sitios de
muestreo relativamente bajas. La excepcion a estos valores bajos estd dada por la
relacidn entre U3 y las otras dos localidades de la Cordillera de Nahuelbuta, Ul y U2
(Fig. 3), que tienen valores significativamente altos (0.889, p < 0.05, anexo 3). Por su
parte, la localidad U10 presenta diferencias altas con todas las demds localidades de
Eucryphia cordifolia muestreadas (anexo 3). La asociacién entre distancia genética
entre pares de poblaciones y la distancia geogréfica no muestra una correlacion
significativa (7 = 23632.976, p = 7.6, Fig. 6).

Los valores de Gst (0.214) y Nst (0.274) son menores a 30%, indicando que
la mayor parte de la diversidad genética estaria dada por la diversidad
intrapoblacional (Tabla 4). Aun asi, el test de permutaciones muestra que el valor de
Nst es significativamente mayor que el valor de Gst (p = 0.042), indicando que existe
estructuracion filogeografica de los haplotipos, es decir, es mas probable encontrar
haplotipos genéticamente mas cercanos entre poblaciones que dentro de una

poblacion.

Sin diferencias entre haplotipos Con diferencias entre haplotipos
hS 0.525 (0.0552) vS 0.486 (0.0539)
hT 0.668 (0.0400) vT 0.669 (0.0748)
Gst  0.214 (0.0932) Nst 0.274 (0.1293)

Tabla 4 Parametros de diversidad y diferenciacién genética, tomando en cuenta sélo
frecuencias (hS, hT, Gst) y diferencias entre haplotipos (vS, vT, Nst). Entre paréntesis
se indica error estandar.
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Considerando los resultados que apuntan a la estructuracion filogeografica de
haplotipos, se evalué la existencia de algin patron de diferenciacion espacial
mediante andlisis de SAMOVA. Sin embargo, no fue posible maximizar la varianza
genética entre grupos geograficamente coherentes, probablemente, porque el analisis
de SAMOVA tiende a separar poblaciones con baja diversidad genética cercanas a
los limites del rango de distribucion de Eucryphia cordifolia. Por ejemplo, al intentar
agrupar las poblaciones en dos grupos, el analisis separa los dos sitios del extremo
norte de Nahuelbuta (U1 y U2, Fig. 3) del resto de las localidades. Ambos sitios
separados tienen fijado el haplotipo HI, el cual estd presente también en todo el
rango de distribucion de la especie. Asimismo, cuando se intenté la evaluacién con
tres grupos, SAMOVA separa nuevamente en un grupo a los sitios de la Cordillera
de Nahuelbuta y en otro grupo a un soélo sitio, ubicado en extremo sur del rango,
también dominado por el haplotipo H1, pero con H2 en baja proporcion. Los Analisis
de Varianza Molecular (AMOVA), para cada agrupacion propuesta, muestran que
siempre la varianza es explicada principalmente por diferencias dentro de las

poblaciones (Tabla 5).

Paisaje genético

En la figura 5 se muestra la superficie de interpolacion del paisaje genético,
los picos y depresiones reflejan la magnitud de las distancias genéticas entre las
poblaciones estudiadas. El &rea con mayores distancias genéticas se ubica en la
Cordillera Pelada (40° S). Esta regién corresponde, aproximadamente, al centro
latitudinal de distribucién de Eucryphia cordifolia. Por su parte, las distancias

genéticas decrecen consistentemente hacia los extremos sur y norte del rango. La
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perturbacidn de los pardmetros del modelo y el tamafio de las celdas no afectaron el
patron general, sélo influyeron en la suavizacion de la red. La ubicacién de los picos
de distancia genética concuerda con la zona de concentracidén de haplotipos raros,
ubicados preferentemente en Cordillera Pelada. La diversidad genética total de esta
zona es particularmente alta (K= 7; m = 1.79) en comparacién con la diversidad
genética de otras regiones geograficas de mayor drea, como Cordillera de los Andes,

Valle Central e Isla Grande de Chiloé (Tabla 6).

Figura 5. Paisaje genético de Eucryphia cordifolia. El paisaje esta estandarizado con
una grilla de 50X50 celdas, a través del rango geografico que abarca todas las
localidades colectadas. Los picos y depresiones de la superficie indican la magnitud
de la distancia genética.
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Figura 6. Grafico de Fst pareados contra distancia geografica (Kilémetros). El
coeficiente de correlacion de Mantel (Z) y el coeficiente de correlacion son no
significativos (p > 0.05).
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Grupos Componente de la ~ varianza % de la variacién

Poblaciones  entre Genotipos entre poblaciones
grupos y entre grupos

Entre poblaciones dentro

Entre grupos de grupos

(ut, uz2),
2 (Restantes) FCT:  0.24966 FST: 041424 2497 16.46

(U1, U2), (U3)
3 (Restantes) FCT: 020082 FST: 037082 20.08 17.00

(u7y, (U12),
(U24y;
4 (Restantes) FCT: 042166 FST:. 0.49804 42,17 7.64

(u7); (U12),
(U14), (U15),
(Restantes) FCT: 035997 FST: 0.44399 36.00 8.40

W

(Usy, (ULl
(U12),  (U24);
(Us, U7, U8, U9,
u10, U13, U22,
U23);
6 (Restantes) FCT: 0.35653 FST: 0.33759 35.65 -1.89

(U1, U2); (Us);
(U14),  (U20);
(u7): (U12);
7 (Restantes) FCT: 0.40445 FST: 039687 40.45 -0.76

(UL, U2); (U13);
(u1oy, (u7),
(U6, U8); (U12);
8 (US); (Restantes) FCT: 038052  FST: 035172 38.05 -2.88

(U1, U2);, (Us):
U7,  (Ul5);
12, (U2,
u23); (U6, U10);
9 (Restantes) FCT: 036105 FST: 030174 36.10 -5.93

(U1, U2), (U5),
7y, (U9,
(u12y,  (U20);
(U22); (U23),
(U6; U8, UIlO,
Ul13);
10 (Restantes) FCT: 0.37231 FST: 0.30240 37.23 -6.99

Tabla 5 Andlisis de Varianza Molecular de los grupos propuestos por SAMOVA
para 22 localidades de FEucryphia cordifolia. Todos los valores de F son
significativos, P<0.05 (1023 permutaciones aleatorias de secuencias entre
poblaciones)
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Grupos n S K H Il mn

Cordillera de Nahuelbuta 31 3 3 0,54624 1,09247 0,00268
Cordillera Pelada 31 6 7 0,77849 1,78925 0,00440
Valle Central 16 4 4 0,67500 1,35000 0,00332
Cordillera de Los Andes 52 5 7 0,62971 1,17119 0,00288
Chilcé 20 2 3 0,66842 1,00000 0,00246

Tabla 6 Pardmetros de diversidad para 5 grupos de Eucryphia cordifolia con
relacion geografica. Nimero de haplotipos (K), diversidad haplotipica (H),
diversidad nucleotidica (77), nimero de diferencias promedio entre pares de

secuencias (IT).
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DISCUSION

La distribucién geografica de la variabilidad genética, caracterizada por
concentracion de haplotipos y presencia del haplotipo ancestral en 4reas aledafias a la
Cordillera de la Costa, junto a la carencia de estructura filogeografica, sugieren que
la especie terméfila de los Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica,
Eucryphia cordifolia, presenta un patron consistente con las predicciones de la
hipétesis de un tnico refugio glacial.

De acuerdo a los resultados, no existe evidencia de estructuracion
filogeografica entre las poblaciones estudiadas. Aunque la evaluacién de diferencias
entre Gst y Nst sugiere la existencia de algin tipo de estructuracion filogeogréfica,
sus valores no superan el 30 %. La diferencia entre Gsr y Nst podria ser explicada
por diferenciacion entre las localidades de la Cordillera Pelada. Para evaluar esa
hipétesis, se repitio el test de permutaciones, quitando la poblacién mas divergente
de la zona, ubicada en el limite altitudinal de la Cordillera Pelada, y que tiene fijado
el haplotipo H7. En este caso, se pierden las diferencias significativas y los valores
de los coeficientes disminuyen (Ggr = 0.134 y Nst = 0.139). Las poblaciones de
Cordillera Pelada se encuentran muy cercanas geograficamente y muy diferenciadas
genéticamente (Fig. 3). Esté patron de distribucion podria estar dando cuenta de que
la fuerza evolutiva predominante es la deriva génica, por sobre los efectos del flujo
génico sobre el ordenamiento de las frecuencias de haplotipos entre las poblaciones.

Por su parte, el test SAMOVA no es capaz de generar particiones con grupos
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geograficamente coherentes. Asimismo, los andlisis de AMOVA para todos los
escenarios propuestos por SAMOVA muestran que en ninglin caso es posible
maximizar la varianza con la formacion de grupos (Tabla 5). Probablemente, el
reconocimiento de grupos geograficamente coherentes se dificulta por la existencia
de haplotipos frecuentes y ampliamente distribuidos, y por la concentracion de
haplotipos raros en ¢l centro del rango de distribucion de Eucryphia cordifolia. De
este modo, la falta de estructuracion filogeografica sugiere que el patron actual de
distribucion de Eucryphia cordifolia responde a un evento de expansion con origen
s6lo en una fuente. Ademads, la amplia distribucion de H1 y H2 es concordante con la
existencia de un inico evento de expansion propuesto.

El patrén de pérdida de haplotipos hacia los extremos sur y norte (Fig 3,
Tabla 6) estaria reforzando la idea de desplazamiento reciente de los limites
latitudinales del rango distribucional en E. cordifolia. El andlisis de relacion entre
haplotipos sugiere al haplotipo H6 como ancestral y no a alguno de los haplotipos
mas frecuentes (Fig. 4). La baja frecuencia del haplotipo ancestral podria ser
explicada por una disminucion de su frecuencia asociada a efectos del “cuello de
botella” genético durante contracciones de rango en el pasado. Eventos de
disminucion drastica de los tamafios poblacionales y sus subsiguientes procesos de
“cuello de botella” generan pérdida de diversidad genética, por eliminacion de
haplotipos poco frecuentes, y alteracion de las frecuencias de los haplotipos que
permanecen. De esta forma, la baja frecuencia del haplotipo ancestral H6 en una
probable zona de contraccion podria ser explicada mediante deriva génica.

Las distancias genéticas presentan un patrén con un pico en zonas costeras

cercanas al centro del rango (Cordillera Pelada) y con una disminucién hacia el este
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(Valle Central y Cordillera de Los Andes) y los extremos latitudinales del rango de
distribucion de Fucryphia cordifolia (Cordillera de Nahuelbuta e Isla Grande de
Chiloé) (Fig. 5). La disminucién de las distancias genéticas hacia los extremos es
consistente con la ausencia de haplotipos raros en estas dos regiones (Fig. 3). El pico
de distancia genética ubicado en zonas costeras, aproximadamente a los 40°S
(Cordillera Pelada), coincide con la concentracion de haplotipos en esta zona.
Ademds, la ubicacién del pico de distancia genética sugiere interrupciones al flujo
entre ambas laderas de Cordillera Pelada, que a esta latitud alcanza alturas superiores
a los 1000 m.s.n.m., debido a que ambas laderas poseen haplotipos que no son
compartidos entre ellas (Fig. 3).

De esta forma, el patron de distribucion genética con concentraciéon de
haplotipos raros y el pico de distancias genéticas en Cordillera Pelada podria ser
considerado un legado de persistencia de poblaciones de Eucryphia cordifolia
durante las glaciaciones del Pleistoceno en esta zona. Por su parte, la disminucion
consistente de haplotipos hacia los extremos del rango de distribucion latitudinal de
Lucryphia cordifolia podria ser evidencia de desplazamientos de sus limites
distribucionales en el pasado, tanto hacia el norte como hacia el sur. Estos
desplazamientos en ambos sentidos habrian producido una contraccién del rango de
distribuciéon de E. cordifolia, probablemente, limitdndola a la region de Cordillera
Pelada. Ademds, la correlacion no significativa entre distancias genéticas y
geograficas (Z = 23632.976, r = 0.2446 , p = 7.6, Fig. 6) podria ser explicada por un
evento de colonizacién en mas de una direccion, de modo que los haplotipos mas
frecuentes en la fuente de colonizacion alcanzaron los nuevos extremos de su rango,

dejando poblaciones similares genéticamente muy distanciadas geograficamente. De
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esta forma, el patrén de distribucién de la variabilidad genética (Fig. 3, Fig. 5, Tabla
1, Tabla 6) permite sugerir que E. cordifolia se ajusta a lo propuesto por la hipétesis
de Unico refugio ubicado en zonas aledafias a la costa, propuesta para especies
termofilas (Villagran & Hinojosa, 1997). Sin embargo, los modelos historicos
sostienen que solo el desplazamiento del limite sur de distribucion hacia el norte es
atribuible al efecto de la dltima glaciacion (Villagran, 1991; Villagran & Hinojosa,
1997, Villagran, 2001).

La distribucién del haplotipo HS en la ladera oriente de la Cordillera de la
Costa, en el Valle Central y en la Cordillera de Los Andes cerca del limite norte de
distribucion de Fucryphia cordifolia (Fig. 3), junto con su estrecha relacién con el
haplotipo H4 (Fig 4), distribuido exclusivamente en la Cordillera de Los Andes,
sugiere un establecimiento temprano de poblaciones de E. cordifolia al término de la
tltima glaciacién en el Valle Central, cerca del limite norte de su rango actual. El
modelo histérico propuesto por Villagran (2001) sugiere un establecimiento
temprano del componente termofilo en esta zona, probablemente durante el
Tardiglacial (entre 17000 y 11000 afios AP). La temprana colonizacion del Valle
Central por el componente terméfilo y el establecimiento de poblaciones de E.
cordifolia habrian permitido un proceso independiente de acumulacion de
variabilidad genética en esta region (Fijacion de alelos H4 y HS5, ver Fig. 3).

La distribucion del haplotipo H6 podria ser la huella genética de una ruta de
colonizacién hacia el sur (Fig 3). La distribucion y condicién ancestral del haplotipo
H6 sugiere que la recolonizacion habria comenzado desde zonas costeras cercanas a
los 40°S, probablemente en la ladera oeste de Cordillera Pelada. Villagran (1991,

2001) propone que, tras el retroceso de los glaciares, las especies mds resistentes al
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frio habrian sido las primeras en ocupar las 4reas liberadas, siendo seguidas
posteriormente por el componente terméfilo. Los registros de polen muestran que
Eucryphia cordifolia persistié con gran abundancia en Patagonia Norte entre 10.000
y 8.000 afios calendario AP (Moreno, 2004), en respuesta a un incremento abrupto de
la temperatura y una disminucion de las precipitaciones (Villagran, 2001; Moreno,
2004). La ruta de colonizaciéon hacia el sur del componente termofilo habria
alcanzado temprano (aproximadamente 14000 afios calendario AP) la costa este de la
Isla Grande de Chilo€ y el extremo sur del Valle Central (Villagran, 2001). La baja
diversidad genética y ausencia de haplotipos nuevos a través de esta ruta de
expansion podria estar dando cuenta de una colonizacion compuesta por poblaciones
pequeiias; asi, las poblaciones de Fucryphia cordifolia habrian alcanzado el extremo
sur con tamafios poblacionales muy bajos y probablemente restringidas a zonas
cercanas a la costa. Esto es concordante con la aparicién temprana de polen, en bajas
proporciones, de Eucryphia cordifolia, en los registros de la Isla Grande de Chiloé.
Posteriormente, durante el Holoceno, los tamafios poblacionales aumentaron y se
establecieron las condiciones de dominancia del componente termdfilo del Bosque
Valdiviano (Villagran, 1988b; Abarzua et al., 2004). La presencia del haplotipo H6
en el sureste del Valle Central sugiere un desplazamiento de las poblaciones de E.
cordifolia hacia ¢l norte a través de éste. Probablemente, este desplazamiento hacia
¢l norte ocurrié entre 8000 y 3000 afios calendario AP, cuando se registra una
tendencia al enfriamiento y aumento de las precipitaciones en la Regién de Los
Lagos (Moreno, 2004).

Mediante modelos polinicos y fitogeograficos se ha sugerido que el

componente terméfilo colonizé la ladera Oeste de la Cordillera de Los Andes hace
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aproximadamente 3000 afios calendario AP, ubicdndose preferentemente en el sector
andino norte de la Region de Los Lagos (Villagran & Hinojosa, 1997; Villagrén,
2001). Durante este periodo se comenzaron a establecer las condiciones de clima y
vegetacion modernas (Villagran, 2001; Moreno, 2004). El ascenso altitudinal de las
poblaciones de Eucryphia cordifolia en la Regién de Los Lagos tendria su origen en
aquellas poblaciones establecidas en el Valle Central a la misma latitud. La presencia
de los haplotipos H3 y H6, asociados en esta region, podria estar evidenciando una
zona de confluencia entre la ruta que alcanzo temprano el Valle Central (cuya huella
seria evidenciada por la distribucion de H3) y la ruta que alcanzé el sur del Valle
Central siguiendo zonas aledafias a la costa y luego colonizé en direccién noreste el
Valle Central (Villagran, 1991) (cuya huella seria evidenciada por la distribucion de
Heé).

La presencia restringida del haplotipo H9 en el sureste del Valle Central no
concuerda con el modelo de pérdida de haplotipos raros hacia los bordes norte, sur y
este del rango de distribucion de Eucryphia cordifolia. El haplotipo H9 estd
débilmente representado (sélo un individuo lo posee), por lo que no es posible hacer
una discusion concluyente respecto de su situacién y de la informacién que podria
estar proporcionando,

El patrén de pérdida de variabilidad genética hacia el norte en Eucryphia
cordifolia podria dar cuenta de alteraciones recientes en su limite septentrional de
distribucion. Posibles desplazamientos en el limite norte de las especies de los
Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica han sido menos discutidos que
las dindmicas de los limites en el sur. De manera concordante, el patrén de pérdida

de diversidad hacia latitudes septentrionales del cono sur de Sudamérica, se repite en
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niveles de organizacion superior, por ejemplo en el decaimiento en riqueza de
especies forestales (Villagran & Hinojosa, 1997; Villagran et al, 1998), y de
mamiferos y de mariposas (Samaniego & Marquet, 2009). Se sugiere que este patrén
puede ser explicado, en parte, por efectos historicos, asociados a procesos de
desertificacion iniciados durante el Periodo Terciario e incrementados durante el
Pleistoceno en el centro-norte del cono sur de Sudamérica (Arroyo et al., 1988;
Villagran & Hinojosa, 1997, Samaniego & Marquet, 2009). Durante los periodos
glaciales, especificamente durante el UMG, la evidencia fosil indica condiciones
frias y himedas en Chile central (entre 32 ° Sy 37 ° S) (Heusser, 1983; Lamy et al.,
1999), debido a la intensificacion y desplazamiento hacia el norte de los vientos del
oeste (Villagran, 1988a; Caviedes, 1990; Heusser, 1990; Villagran, 1990).
Aparentemente, estas condiciones no serfan restrictivas para la presencia de E.
cordifolia, pero no existe evidencia fosil que permita confirmar o descartar su
presencia en esta region durante el UMG. Por otro lado, el rango de distribucion de
Eucryphia cordifolia en la actualidad no alcanza latitudes menores debido a las
sequias de verano, que en Chile Central son principalmente influenciadas por el
Anticiclén Subtropical del Pacifico Sur (Aceituno, 1988). Entre 11700 y 8000 afios
calendario AP se registra el periodo mas seco del ultimo interglacial en el drea de
distribucion de E. cordifolia, debido a la vigorizacion y desplazamiento hacia el sur
del Anticiclon Subtropical del Pacifico Sur, ademds de un desplazamiento en la
misma direccion de los vientos del oeste (Heusser, 1990; Villagran & Varela, 1990;
Villa-Martinez & Villagran, 1997; Jenny et al., 2002). Las condiciones de sequia
habrian sido més drésticas hacia el norte del rango de distribucion de E. cordifolia,

en consecuencia, se sugiere que durante este periodo se habria producido una
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migracién de su limite norte hacia el sur. La baja diversidad de haplotipos presentes
en las poblaciones de la Cordillera de Nahuelbuta sugiere que esta 4rea habria sido
~recolonizada recientemente, probablemente, cuando las condiciones modernas del
clima se establecicron, aproximadamente hace 3000 afios calendario AP (Villagran,
2001; Moreno, 2004). La distribucion del haplotipo H3 y su relacién de parentesco
con H7 sugiere que la colonizacién hacia el norte tendria su origen en zonas costeras
cercanas a los 40 © S (Cordillera Pelada). aunque no se puede descartar un aporte a
esta ruta de poblaciones establecidas en el extremo norte de su rango, en el Valle
Central. Este resultado es concordante con el modelo propuesto por Villagran (1995),
que sobre la base de evidencia fitogeografica y palinologica, sugiere una contraccion
hacia el sur del Componente Valdiviano durante el Holoceno Medio y Tardio

(aproximadamente entre 10000 y 6000 afios calendario AP).
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CONCLUSIONES

Los Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica experimentaron una
reduccion en sus rangos de distribucién y abundancia durante las glaciaciones del
Pleistoceno (Villagran & Hinojosa, 1997). Las 4reas de permanencia de taxa durante
las fases frias reciben el nombre de “Refugio Glacial” (Bennett & Provan, 2008). A
través de una aproximacion filogeografica, y utilizando como modelo de estudio la
especie termofila de los Bosques Templado Lluviosos, Eucryphia cordifolia, se
contrastaron dos escenarios de posibles refugios glaciales: el primero, apoyado
principalmente por evidencia genética, propone aislamiento en multiples refugios
glaciales, incluyendo 4reas costeras y algunas areas libres de hielo dentro de la zona
con presencia de glaciares durante la Gltima glaciacién. El segundo escenario,
apoyado principalmente por evidencia fitogeografica y palinolégica, propone que la
colonizacion postglacial tendria su origen en un refugio unico, localizado en areas
costeras entre 36° Sy 40° S.

La presencia de haplotipos distribuidos a través de todo el rango de distribucion
de E. cordifolia en Chile, sumado a la evidencia de ausencia de estructuracion
filogeografica, permiten sugerir que el evento de expansion poblacional tendria su
origen en un refugio Unico y no en multiples refugios. La concentracion de
haplotipos raros y la mayor diversidad genética apuntan a que la zona de Cordillera

Pelada (40° S, aproximadamente) corresponde al drea de refugio glacial. Estos
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resultados son congruentes con la hipétesis de refugio glacial costero para los
Bosques Templado Lluviosos del sur de Sudamérica propuesto por Villagran (1991).
Sin embargo, este hallazgo se contrapone con la mayoria de la evidencia
filogeografica obtenida con otras especies forestales del cono sur, las que sustentan la
hipétesis de miultiples refugios (Premoli, 1997: Marchelli et al., 1998; Premoli et al.,
2001; Premoli er al., 2002; Allnutt et al., 2003).

A diferencia de la evidencia previa, en este trabajo se evalud una especie con
poca tolerancia a bajas temperaturas y sequias estacionales. Trabajos previos se han
centrado en especies con un amplio rango distribucional, que alcanzan latitudes con
menores temperaturas y mayores montos de precipitaciones (Premoli, 1997;
Marchelli et al., 1998; Premoli er al., 2001; Premol; et al., 2002; Allnutt ez al., 2003).
Probablemente, las diferencias en tolerancia ecoldgica se correspondan con

respuestas diferenciales de estas especies a los periodos glaciales.
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DIRECCIONES FUTURAS

El contraste del patron encontrado en Eucryphia cordifolia con otras especies
forestales de los Bosques Templado Lluviosos de Sudamérica puede aportar
evidencia independiente para refutar hipdtesis de Refugio Glacial. Asi por ejemplo,
Caldcluvia paniculata, especie que presenta una dinamica distribucional similar a E.
cordifolia segin la evidencia polinica, presenta caracteristicas ecologicas sutilmente
distintas, relacionadas principalmente a requerimientos hidricos mayores. Alcanza su
limite norte en latitudes similares a E. cordifolia, pero con abundancias menores, y
en zonas donde la disponibilidad de agua es mayor y mas regular. Asimismo, su
limite sur se extiende a latitudes mas altas (Donoso, 2006). Si la respuesta diferencial
de los taxa forestales estd mediada por sus tolerancias ecoldgicas, entonces en C.
paniculata se espera encontrar un patrdn similar al de E. cordifolia; pero,
probablemente, el empobrecimiento genético hacia el norte de su rango de
distribucion sea mds acentuado y sus poblaciones con mayor diversidad haplotipica
se encuentren localizadas levemente hacia el sur de las de E. cordifolia.

Otra especie interesante de evaluar es Weinnmania trichosperma,
perteneciente al componente Nordpatagénico. En los registros polinicos, W.
trichosperma presenta dinamicas similares a E. cordifolia en cuanto a direccion, pero
generalmente con respuestas mds rapidas a los cambios climaticos, probablemente,

debido a que es una especie de colonizacion primaria en areas perturbadas (Donoso,
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2006). De acuerdo a las caracteristicas ecoldgicas de W. trichosperma, se espera
encontrar un patron de distribucién de la variabilidad genética similar, con
empobrecimiento hacia los extremos latitudinales y con sus maximos de diversidad
ubicados también en zonas costeras, asociados al centro del rango de distribucion
actual. Probablemente, a diferencia de E. cordifolia, la localizacion de sus picos de
concentracion de haplotipos se encuentre dentro de un rango latitudinal més amplio,
debido a su tolerancia mayor a cambios de temperaturas y sus caracteristicas de
colonizador temprano en zonas perturbadas.

La evaluacion de especies asociadas a otros componentes de los Bosques
Templados Lluviosos, como el Nordpatagénico y Subantartico, o de los Bosques
Deciduos v Esclerdfilos ubicados al norte de los bosques Iluviosos (Schmithiisen,
1956), es de gran importancia para intentar comprender cémo ha sido la relacion
histérica entre estos componentes, y las caracteristicas de la conformacion de las
comunidades actuales. La integracion de herramientas moleculares con estudios
paleoecologicos, tanto polinicos como de macrorrestos, resultan fundamentales para
ampliar y mejorar nuestra comprension de la historia de las unidades vegetacionales

del sur de Sudamérica.
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Anexo 1

Protocolo de extraccion DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

1.- Agregar aproximadamente 20 mg de tejido seco en un microtubo con un rodamiento.

2.- Poner en la moledera por 5 minutos, hasta convertir en polvo todo el tejido.

3.- Traspasar el polvo a un tubo de 1.7 uL.

4.- Calentar Buffer AP1 y agregar 400 uL y 4 uL. de RNasa A, mezclar con el polvo y poner en
vortex.

3.~ Incubar a 55°C por 45 minutos. Mezclar 2 o 3 veces durante la incubacion.

6.- Agregar 130 uL de buffer AP2, mezclar ¢ incubar por 5 minutos en hielo.

7.- Centrifugar por 5 minutos a 13.200 rpm.

8.- Trapasar el sobrenadante a la columna ubicada en el “tubo lila”. Centrifugar por 2 minutos a
14.000 rpm.

9.- Transferir a un nuevo tubo sin dafiar el pellet (aprox 350 uL.). Medir la cantidad de liquido
recuperado.

10.- Agregar 1.5 X de buffer AP3/E y mezclar con la pipeta.

11.- Pipetear 650 uL, incluyendo algin precipitado y traspasar a una columna de tubo transparente.
Centrifugar durante 1 minuto a 8.000 rpm. Botar el tubo con el liquido y cambiar la columna de
tubo.

12. Repetir el paso 11 con el liquido sobrante.

13.- Cambiar la columna a un tubo nuevo de 2 mL y agregar 500 uL de buffer AW. Centrifugar por

1 min a 8.000 rpm. Desechar el tubo.



X

14.- Eliminar el fluido y agregar nuevamente 500 uL a la columna, centrifugar por 2 minutos a
14.000 rpm hasta secar la membrana.

15.- Transferir la columna a un nuevo tubo de 1.7. Agregar 100 (50) uL de buffer AE directamente
sobre la membrana, incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugar por 1 minuto a
8.000 rpm.

16.- Repetir el paso 15.



Anexo 2

Purificacion con Etanol

1.- Agregar 500 uL de Etanol 100% y dejar durante toda la noche a -20°C.

2.- Centrifugar por 20 minutos a 14000 rpm a -20°C.

3.- Eliminar el etanol cuidando de no perder el pellet.

4.- Agregar 500 uL de Etanol 70% y centrifugar por 20 minutos a 14000 rpm a -20°C.

5.- Eliminar el Etanol cuidando de no peder el pellet.

6.- Preocuparse de que no quede nada de Etanol, evaporar en incubadora.

7.- Agregar 100 ul. de Agua destilada. Dejar 1 hora en incubadora a 45°C o toda la noche a T°

ambiente.



Anexo 3. Fst de pares Los valores de Fst pareados se encuentran bajo la diagonal de ceros. Estos indices estan basados en
frecuencias de haplotipos de ADN cloroplastidial entre poblaciones de Eucryphia cordifolia. Los tamafios muestreales son de al
menos 6 individuos por poblacion (ver Tabla 1). La significancia obtenida por permutaciones de los Fst se reportan en la matriz
sobre la diagonal de ceros. El signo + indica p < 0.5 y el signo — indica p > 0.5.

Localidad U1 U2 U3 Us Us U6 U7 us Uus uU10 V11 U1z U13 U14 U1s U166 U17 U188 U19 U200 U2t U22
U1 0 - + + + + + = + . + g s = “ . . - + _
Uz gooo0 o0 + + + + + - + - + = = " = " . .
U3 0.880 0.889 O - - - + - + + + - + + + + + + + - - -
U4 0.521 0.521 0.101 0 - - - - . + - - - - - - - - - -
Us  0.800 0.800 0.050 0.136 O - - - + + + - + + + - + + + - -
U6 0640 0.640 -0.043 -0.115 0.021 @ - - + 2 5 5 = - - - . - -
uz 0.352 0.352 0.291 -0.045 0.243 0.016 0 S = + s = : F “ g 5 E = ” s -
us 0.650 0.650 0.091 -0.106 0.100 -0.129 -0.009 0 = + - = = = . = < E = . " i
ug 0.167 0.167 0.305 -0.023 0.299 0.069 -0.081 0.039 0 + - - . . .

0.770 0.863 0.775 0.701 0825 0649 0 + + + + + + + + + + + +
0.096 0.419 0.229 -0.033 0.165 -0.087 0.800 O - - - - - - - - - - -

U10  1.000 1.000 0.933
U11  0.100 0.100 0.489

ui2 0595 0595 0.022 -0.121 0.075 -0.159 -0.007 -0.120 0.030 0.779 0172 0 - - - - - + - . . -
U13 0240 0.240 0.419 0.032 0.381 0.146 -0.058 0.057 -0.092 0.776 -0.110 0.098 O - - - - - - - -
U14 0.167 0.167 0.496 0.076 0.462 0.221 0.003 0.175 -0.094 0.841 -0.130 0.157 -0.084 0 - - - - - - -
U15  0.200 0.200 0.421 0.011 0.400 0.150 -0.035 0.100 -0.114 0.822 -0.133 0.088 -0.105 -0.178 0 - - - - - -
Uté 0267 0.267 0.282 -0.090 0.276 0.000 -0.133 -0.029 -0.142 0.725 -0.091 -0.038 -0.118 -0.104 -0.140 O - - - - -
U17 0133 0.133 0.548 0.109 0.497 0.256 -0.009 0.190 -0.098 0.847 -0.163 0.194 -0.129 -0.158 -0.160 -0.105 0O - - - -
U18  0.000 0.000 0691 0.272 0.627 0.419 0.134 0.392 -0.011 0.905 -0.094 0.359 0.010 -0.098 -0.075 0.027 -0.119 O - + -
U19  0.200 0.200 0.421 0.011 0.400 0.150 -0.035 0.100 -0.114 0.822 -0.133 0.088 -0.105 -0.178 -0.200 -0.140 -0.160 -0.075 0 - .
U20 0571 0.571 0.242 -0.076 0.215 -0.039 -0.050 -0.139 -0.017 0.816 0.072 -0.056 -0.030 0.090 0.025 -0.080 0.085 0.295 0025 0 -
U21 0514 0.514 0.115 -0.142 0.143 -0.105 -0.061 -0.163 -0.046 0.800 0.045 -0.127 -0.029 0.027 -0.042 -0.114 0.053 0238 -0.042 0.144 0
U22  0.400 0.400 0.200 -0.115 0.225 -0.029 -0.060 -0.067 -0.087 0.800 -0.029 -0.073 -0.057 -0.076 -0.133 -0.143 0.033 0.114 -0.133 -0.082 -0.167
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