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RESUMEN

En 18 poblaciones de Rauli muestreadas a lo largo de su distribucién geografica
natural, se estudiaron los patrones de variabilidad genética para 8 sistemas enziméaticos
mediante electroforesis en geles de almidon. Se analizaron 10 loci putativos,
identificandose un total de 43 alelos, los que en su mayoria se encontraron en frecuencias
inferiores al 10%. ‘

Los resultados verificaron la presencia de una elevada variabilidad aloenziméatica
(P= 92.8%,; A~ 3.04; He= 2‘8.2%), siendo muy superior a la estimada para otras
Fagaceas (P=56.8%; A=2.03; He= 19.5%) y al promedio estimado para especies
vegetales (P=50.5%; A=1.96; He= 14.9%). Al particionar la variacién existente, se -
apreci¢ que aproximadamente un 95% se ditribuyé dentro de las poblaciones y una
menor proporcion se encontré entre poblaciones (5%). Ademés se pudo observar la
presencia de elevados niveles de consanguinidad a nivel intrapoblacional (Fis=0.186).

En este estudio se pudo confirmar que la distribucion geografica, forma de vida y
el sistema de reproductivo son los atributos bioldgicos que mejor predicen la cantidad y
distribucion de la variabilidad genética. Sin embargo, como ellos no explican la totalidad
de los patrones aloenzimaticos, la estructura genética de las poblaciones naturales de
Rauli seria el resultado de los efectos combinados de sus atributos bioldgicos y procesos

evolutivos como la deriva genética, flujo génico, seleccién y procesos catastroficos

(ultimo ciclo glacial).

iv




Al parecer, la tltima glaciacién no cambio drasticamente los patrones de
variabilidad genética en el Rauli como se ha reportado para otras especies vegetales sin
embargo, ésta habria jugado un importante papel en la diferenciacién poblacional. En tal
sentido, la moderada diferenciacion observada (Fst=5.11%, Gst=6.4%) se asociaria en
parte, a los procesos de contraccion y expansion de la vegetacién durante y después la
glaciacion, en la cual, Las Trancas y El Colegual representarian relictos que quedaron
mientras las demas poblaciones avanzaban hacia el norte (17000-18000 afios antes del

presente). Posteriormente, diferentes rutas migratorias postglaciacién (15000-3000 afios

antes del presente) habrian causado la divergencia genética de las otras poblaciones.




SUMMARY

In 18 populations of Rauli sampled throuought its natural geographic distribution,
the patterns of genetic variability were studied for 8 enzyme systems using starch gel
electrophoresis. Ten putative loci were analyzed, identifying a total of 43 alleles, the
majority of which were found in frequencies less than 10%.

The results verified the presence of a very high level of aloenzymatic variability
(P = 92.8%; A = 3.04; He = 28.2%), quite superior to that estimated for other Fagaceae
(P =56.8%; A =2.03; He = 19.5%) and to the general mean estimated for plant species
(P = 50.5%; A = 1,96, He = 14.9%). Partitioning the genetic variation revealed about
95% within populations and only .5% between populations. The presence of high levels
of consanguinity within populations (Fis = 0.186) was also observed,

This study confirmed that the geographic distribution, life form and reproductive
system are the biological attributes which best predict the magnitude and distribution of”
the genetic variability. However, since they do not explain the aloenzymatic patterns
completely, the genetic structure of natural populations of Rauli must be the result of the
combined effects of its biological attributes and evolutionary processes such as genetic
drift, gene flow, selection and catastrophic processes (the last glacial cycle).

The last glacial cycle did not change drastically the patterns of genetic variability
in Rauli as has been reported for other plant species, however, it played an important role
in population differentiation. In this, vein, the moderate differentiation observed (Fst =

5.1%, Gst = 6.4%) is in part associated with the processes of contraction and expansion




of the vegetation during and after the glaciation. Thus the populations in Las Trancas
and El Colegual appear to be relicts which remained while the rest of the populations
advanced northward (17,000 - 18000 years before present), while the divergence of the
rest of the populations would have been produced as an effect of different postglaciation

migratory routes (15,000 - 3,000 years before present).




LINTRODUCCION

El género Nothofagus es muy importante dentro de la flora del cono sur de América i
pues, se distribuye ampliamente entre los 33° y 55° S y sus especies dominan los bosques
templados de Chile y Argentina. Existen 9 especies (N. oblicua, N. glauca, N. alpina, N,
alessandri, N. pumilo, N. antartica, N.dombeyi, N.betuloides, N. nitida) , un hibrido (N. leoni.
= N. oblicua x N. glacuca) y una variedad (N, Oblicua var. Macrocarpa), todos los cuales
forman bosques con una inusual biodiversidad y relaciones ecologicas complejas (Dor;oso,
1995), |

Dentro de las especies sefialadas se encuentra N. alpina, arbol de hoja caduca,
monoico, alégamo, anemofilo, con anemocoria y que puede-alcanzar su madurez entre los 20 a
40 afios. Presenta una amplia distribucién geografica, abarcando 640 Km. desde Ia Viia laX
Region tanto por la Cordillera de los Andes como, por la Cordillera de la Costa (Donoso,
1995; Riveros et al,1995; Ormazéabal y Benoit,1987). Las investigaciones realizadas para el
Rauli y para muchas de las especies que se desarrollan en los bosques templados, han sido
fundamentalmente de tipo ecoldgico, existiendo una carencia absoluta de estudios ;enético
poblacionales en las cuales se analizen los patrones de variabilidad y las implicancias evolutivas
de marcadores genéticos (gj. Isoenzimas). Por suerte la literatura que cubre esta area en plantas

es extensa, entregando antecedentes muy valiosos que permitirian en cierta medida predecir y,

comprender la estructura genética de las poblaciones naturales de Rauli.




Es asi como, en Ia actualidad los numerosos estudios genéticos realizados er plantas
y animales han permitido determinar que las especies vegetales (gimnospermas y angios-
permas) en conjunto presentan mayor variabilidad genética aloenzimatica que los animales
(He=10.0%) y organismos invertebrados (He=5.4%) (Nevo et al » 1984 citado por Hamrick y
Godt, 1990.). En promedio las plantas presentarian 50% de loci polimérficos (P), 2.0 alelos por
locus (A) y 15% de heterocigosidad (He). Menor variacion ocurrirfa a nivel poblacional con
34% de loci polimérficos (P), 1.53 alelos por locus (A) y 11% de heterocigosidad (He) (
Hamrick y Godt, 1990). '

En las especies vegetales, los estudios sobre patrones de variabilidad genética
aloenzimatica se han focalizado principalmente en especies gimnospermas, sin embargo en el
tltimo tiempo ha aumentado significativamente este tipo de investigaciones en angiospermas.
La familia Fagaceae es un importante grupo taxonémico dentro de las angiospermas la cual,
ha sido sometida a intensas investigaciones de tipo genético-evolutivo, especialmente las
especies pertenecientes a los géneros Quercus y Fagus. Los resultados muestran que las
Fagaceas presentan niveles de variabilidad genética superiores a los valores obtenidos para las
plantas en conjunto. En promedio mostrarfan 2,3 alelos por locus (A), 71% de loci
polimorficos (P) y 24% de diversidad genética (He). (Belletti y Lateri, 1995; Comps et al,
1990; Comps et al, 1991; Konnet,1995; Leonardi y Menozzi, 1995 ; Lochelt y Franke, 1995;
Houston y Houston,1994; Huang et al,1994; Villani et al, 1991; Miiller et al, 1993; Manos y
Fairbrother, 1987, Guttman y Weigt, 1989; Schnabel y Hamrick,1990; Yacine y Lumaret,

1989; Kleinschmit et al, 1995; Hasse, 1992; 1993; ).




Tal variacién genética se caracterizaria por la presencia de 1 a 2 alelos aloenziméticos
rnés-frecuentes y una predominante cantidad de alelos raros con frecuencias menores al 10%,
situacion que es frecuentemente observada en especies vegetales arboreas (Conkle , 1992).

La informacion electroforética también ha sido utilizada para medir la distribucién
de la variabilidad genética en las poblaciones naturales (Nei, 1973, 1977, Wright,1965),
verificindose que en las especies arboreas, la mayor parte de la diversidad genética se
encuentra distribuida a nivel intrapoblacional (78-95%) y una menor proporcién se distribuye
entre poblaciones (5%-22%). Las Fagaceas , presentan patrones similares, con
aproximadamente 81.5%-100% de diversidad genética dentro de sus poblaciones y del orden
de 0.0%-18.5% entre poblaciones (Hamrick y Godt, 1990; Belletti y Lateri, 1995; Comps et
al, 1990; Comps et al, 1991, Kéﬁnet,1995; Leonardi y Menozzi,1995; Lichelt y Franke, 1995,
Takahashi et al, 1994; Houston y Houston,1994; Huang et al,1994; _Villani et al, 1991; Miiller
et al, (1993); Manos y Fairbrother,1987; Guttman y Weigt, 1989, Schnabel y Hamrick,1990;
Yacine y Lumaret,1989; Kleinschmit et al, 1995).

En una extensa recopilacion de antecedentes bibliograficos realizada por Hamrick et al
(1979, 1991), Hamrick (1982) y Hamrick y Godt, (1990), sostienen que los niveles y
distribucion de la diversidad genética en especies vegetales estarian estrechamente relacionados
a sus caracteristicas biologicas. Ellos estudiaron 8 categorias de atributos biologicos (estatus
taxonomico, forma de vida, distribucion geografica, distribucion climatica, estado suscecional,
modo de reproduccién, sistema de apareamiento y tipos de dispersion de semillas),
concluyendo que, las especies lefiosas perennes, aldégamas, aneméfilas, anemécoras y con

amplia distribucién geografica tendrian la capacidad de mantener elevados niveles de




variabilidad genética aloenzimitica y poblaciones genéticamente homogéneas, comparado con
especies que muestran otras combinaciones de atributos. Dichas caracteristicas, les habrian
permitido mantener poblaciones grandes y continuas durante la mayor parte de su historia vida.
En estas condiciones se habria facilitado el flujo génico evitindose asiz que la deriva genética
disminuyera los niveles de variabilidad e;loenzimética y llevara a una importante diferenciacién

poblacional. Por lo tanto, en base a tales antecedente se planfea la siguiente hipdtesis 1:

Se esperaria que las poblaciones de Rauli presenten una alta variabilidad
genética intrapoblacional (Alto nimero de alelos por locus, elevado polimorfismo y

heterocigosidad) y poblaciones genéticamente homogéneas.

Si bien los atributos biologicos del Rauli permitirian predecir sus patrones de
variabilidad aloenzimatica esta debe ser tomadas con precaucion ya que, frecuentemente se cita
en la literatura especies que no se ajustan a estas predicciones. Al respecto, uno de los factores
que habitualmente se indica como un proceso importante en la estructuracion de la diversidad
genética de las poblaciones naturales, es el efecto de la tiltima glaciacién. En las Fagaceas se
sabe que varias especies de los géneros Quercus, Castanea y Fagus en Norte América y
Europa fueron fuertemente afectadas por la glaciacién obligando a sus poblaciones a
mantenerse en refugios aislados en sectores mas templados, induciendo a una importante
diferenciacion entre poblaciones (Comps et al, 1990; Comps et al, 1991;Villani et al, 1991)

Un caso extremo de los efectos de la dltima glaciacion lo representan las especies ‘del

género Nothofagus de Nueva Zelandia. En ese periodo la intensa fragmentacién, reduccion de




los tamafios poblacionales y aislamiento de sus poblaciones habria alterado significativamente
los patrones de variabilidad genética. A pesar de que los atributos bioldgicos de los Nothofagus
de Nueva Zelandia predecirian una elevada variabilidad genética y poblaciones homogéneas la
situacion es absolutamente inversas, pues ellas presentan los niveles mas bajos de diversidad
genética determinados en la familia de las Fagaceas y algunas de sus especies muestran una
elevada diferenciacion interpoblacional (Hasse, 1992;1993).

En Chile los antecedentes existentes sobre la flora indican, que en el periodo
interglacial hace 41.00 a 50.000 afios antes del presente (AP) el clima era similar al de hoy y
habia una abundante flora de Nothofagus desde la Regién de los Lagos hasta los 34° § (Auer,
1960; Stuiver et al, 1975; Heusser, 1983). A medida que se alcanzaba el tltimo méximo glacial
aumentaron las precipitaciones y Bajaron las temperaturas permitiendo que la flora higrofila se;
expandiera hasta los 33°S (Villagran, 1991). Una vez alcanzado el tltimo méximo glacial entre
los 28.000 a 14.000 AP gran parte de Chile se cubrié con hielo produciéndose una intensa
desforestacirén y obligando a las especies a refugiarse en los sectores no glaciados de la
Cordillera de la Costa, Depresion Intermedia y Faldeos Cordilleranos (Villagran et al, 1991;
1996).

En este periodo el bosque caducifolio representado por las especies Nothofagus
oblicua y Nothofagus alpina se habrian refugiado en la Cordillera de Nahuelbuta (37°S-3 8°S),
Depresion Intermedia y Faldeos Cordilleranos (Villagran, 1991), Segiin Heusser (1983) la taxa
N. oblicua/N.. alpina estaba presente a los 34°30°S y se encontraba representada por trazas en
la Region de los Lagos (X Region) (Villagrém., 1991). Durante el Tardiglacial (15.000AP) el

aumento de las temperaturas y las precipitaciones permitieron el inicio de del proceso de

T




recolonizacion. Entre los 12.500-11.000 AP la taxa N. oblicua/N .alpina estaba presente en
trazas en la Depresion Intermedia a los 39°é (Heusser, 1984).

Terminada la glaciacion y durante gran parte del Holoceno (9.50(5-3.000 AP) se
produjo una fuerte desecacion en la Cordillera de la Costa, Depresion Intermedia y Faldeos
Cordilleranos, obligando a la taxa N. oblicua/N. alpina a expandirse por el sector andino hasta
la Region de los Lagos y Argentina (Villagran, 1991). En este mismo periodo la menguada
representacion de N. oblicua/N. alpina presente a los 39°S se habria expandido fulertemente
hacia el Sureste hasta 41-42°S (Villagran, 1980). Finalmente en los tltimos 3.000AP la taxa N.
oblicua/N. alpina se habria contraido por la Depresion Intermedia y Cordillera de los Andes
hasta alcanzar su distribucion actual.

A pesar de los intentos por reconstruir la historia de la vegetacion durante la Ultima
glaciacion es dificil saber su real efecto sobre las poblaciones de Rauli (V. alpina) debido
fundamentalmente a 2 razones:
1.-El polen de N. oblicua y N. alpina es muy similar lo cual imposibilita saber Ia dindmica de
cada especie por separado.

2.-Los estudios palinolégicos no cubren toda el 4rea representada por los bosques templados

Por lo tanto, si el Rauli se mantuvo como una gran poblacién se esperaria encontrar
patrones de variabilidad aloenzimatica similares a los indicados en la hipotesis 1 . Mientras que
si ellas fueron intensamente afectadas, se esperaria una situacién absolutamente distinta por lo

tanto, se plantea la siguiente hipotesis alternativa;




Si durante la dltima glaciacion hubo una severa disminucién de sus tamafios
poblaciones y Ias poblaciones se mantuvieron fragmentadas y aisladas se esperaria una
baja variabilidad genética y una importante diferenciacién interpoblacional, en
contraposicién a lo esperado, si se c.onsideran solamente los atributos biclégicos de la
especie.

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, en este trabajo se estudiaron Ios

patrones de variabilidad aloenzimatica para 18 poblaciones naturales de .Rauli, planteandose

para ello los siguientes objetivos:

1)Objetive General: Cuantificar la magnitud y distribucién de la variabilidad genética 'y

analizar los procesos microevolutivos que habrian afectado la organizacion de su estructura

genética.

2)Obijetivos especificos:

a) Niveles de Variabilidad Genética:

F

Caracterizar genéticamente 18 poblaciones naturales de Rauli a través del estudio de

aloenzimas determinando;

-Numero de alelos por locus (A)
-Porcentaje de alelos polimorficos (P)
-Heterocigosidad observada (Ho)
-Heterocigosidad esperada (He)




b) Distribucién de la Variabilidad Genética Aloenzimitica y Relaciones entre

poblaciones..

-Cuantificar y analizar la distribucion de la variabilidad genética a través de los métodos de _
diferenciacion alélica de Nei (1973,1977), diferenciacién genotipica de Wright (1965) segtin
Weir y Cockerham (1984) y distancia genética de Nei (1978)

-Determinar las relaciones existentes entre las poblaciones de Rauli mediante los métodos de
analisis de cluster jerarquico (Sneath y Sokal, 1973) y analisis de cluster no jerarquico (Sokal

y Rolf, 1973 y Lamborot y Eaton 1992).

c) Relacién entre Parimetros Genéticos y Geogrificos
-Correlacionar pardmetros genéticos (nitmero de alelos por locus, pol@rnorﬁsmo,
heterocigosidad observada y esperada , frecuencias alélicas y distancia genéticas) con

parametros geograficos (latitud, longitud, altitud y distancias geogréficas).

d) Niveles de Flujo Génico
-Determinar el flujo génico en forma indirecta, mediante la estimacion del nimero de migrantes
por generacion(Nm) a partir del estadigrafo Fst de Wright seglin Weir y Cockerham (1984) y

Gst de Nei (1973,1977).




Importancia de este estudio

El presente estudio seria el primeroc de su clase realizado para especies arboreas
nativas chilena, cuyos resultados permitirfan obtener informacién valiosa sobre, los niveles y
distribucién de la variabilidad genética aloenzimatica de las poblaciones naturales de Rauli y
sobre los procesos evolutivos que pueden haber influenciado la organizacién de su estructura
genética en el espacio y en el tiempo.

Ademas, la informacién obtenida podria ser utilizada en el disefio de programas de
conservacion de la especie, ya que, permitirian  distinguir poblaciones prioritarias para la
conservacion y a su vez, entregaria una linea base para realizar monitoreos de los cambios de la
diversidad genética en el tiempo. Por otro lado, tales anteced;entes podrian ser valiosos para
programas de mejoramiento genético, debido a que permitirfan tener una aproximacion inicial

de los niveles de diversidad genética con que se cuenta, facilitando posteriormente, el

monitoreo de los efectos del proceso de seleccion.




2.MATERIALES Y METODOS

2.1.Descripcién y Ubicacion Geogrifica de las- Poblaciones Muestreadas: Durante
los meses de primavera-verano de los afios 1995 y 1996 se muestrearon 18 poblaciones
de Rauli a lo largo de su distribucion natural, tanto por la Cordillera de la Costa como,
por la Cordillera de los Andes. La ubicacion geografica de las 18 poblaciones de Rauli
estudiadas se indica en la Tabla 1 y Figura 1. Caracteristicas mas detalladas de cada
poblacién se pueden ver en los anexos 1 al 4.

Tabla 1. Ubicacion geografica de 18 poblaciones naturales de Rauli (Nothofagus alpina
Poepp. et Endl. (Oerst.) ) muestreadas en este estudio.

POBLACION AREA (REGION |LATITUDP |LONGITUD |ALTITUD
. m.S.n.0nL.

1Curico C. A, VII 35°%07° 71°58° 800
2Aguas Frias C. A. VII 35°21° 71°04° 650
3Radal-7Tasas C. A, VII 35°25? 71°03° 800
4Sn, Fabian A C. A, VIII 36°39° 71°23° 750
5Sn. Fabian B C. A. VIl 36°30° 71°38* 450
6Recinto C. A. VIII 36°49° 71°41° 750
TMonte Leén C. A. YIII 37°01° 71°44° 350
8Nahuelbuta C.C. YHI 37°40° 73°13° | 950
9Chacay-Nashuel |C.C. YIII 37°48° 73°08° | 725
10Vega Blanca C.C. IX 3750 72°54° 860
11Mallece B C. A, IX 38°14° 71°57° 850
12Malleco A C. A. IX 38°13° 71°50° 1000 .
13Selva Oscura C.A. X 38°19° 72°05° 550
14Curacautin C.A. IX 27 71°44° 750
15Malalcahuello C. A, IX 338°28° 71°31° 1050
16Melipeuco C. A. IX 38°51° 71°28° 750
17L:as Trancas C. C. X 40°17° 73°16> 150
18E] Colegual C.C. X 40°42? 73°29? 223

C.A= Cordillera de los Andes; C.C.= Cordillera de la Costa.
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Figura 1 Ubicacién geografica de 18 poblaciones naturales de Rauli (Nothofagus alpina
Poepp et Endl (Oerst)) muestreadas en este estudio.
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2.2.Preparacién de las Muestras: En cada una de las 18 poblaciones se seleccionaron
aleatoreamente 50 individuos,  separados hasta 40m entre ellos. De cada érbol
muestreado se extrajo una ramilla de aproximadamente 30 cm. de largo, asegurindose
que tuviera yemas v hojas tiernas.

‘ Las muestras recolectadas fueron envueltas en papel absorbente hiimedo y
mantenidas en frio durante su transporte al laboratorio, donde se intrudujieron al
refrigerador hasta el momento de comenzar el proceso de extraccién de las enzimas.

Tabla 2. Composicién del Buffer de Extraccién (200m! de solucidn, pH=8,6) utilizado
para la extraccion de enzimas en Rauli.

Nombre comercial Fabricante Ingrediente Peso Cantidad para
activo Molecular 200ml de
(%) solucién
Trizma Base SIGMA Tri(Hidroximetil) 121.1 1.3gr
aminometano
(99,9%)
Acido Citrico NACIONAL | Ac. cittico anhidro 192.1 0.3gr
Cisteina HCI SIGMA 1-Cisteina 157.6 0.2gr
' hidrocloridro anhidro
(98%) .
Acido Ascorbico SIGMA 1-Ac. ascorbico 198.1 0.2gr
Polietilenglicol SIGMA Polictilenglicol 15000-20000 | 1.0gr
Polivinilpyrrolidona SIGMA Polivilpirrolidona 360000 2.6gr
(PVP soluble)
Mercaptoetanol SIGMA 2Mercaptocianol 78.13 2 golas
(>98%) .

-

2.3.Extraccién de las Enzimas: Antes de comenzar la extraccion de las enzimas de
prepar6 el buffer de extraccion pH 8,0 cuya composicion se detalla en la tabla 2. Durante
la preparacion de diche buffer todos los compuestos fiieron disueltos en 200ml de agua
destilada y la solucién resultante fue mantenida en el congelador a -20°C hasta el

Al

momento de su uso.
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Para extraer las enzimas de los tejidos vegetales se procedi6 a macerar en un
mortero, hojas, yemas foliares y corteza de cada una de las muestras, empleando arena
inerte y buffer de extraccion. El producto del proceso de macerado se centrifugd a 1000
rpm, guardandose el sobrenadante en tubos Eppendorf a -80C hasta su utilizacién en la

electroforesis,

2.4.Electroforesis en geles de Almidén: La metodologia de electroforesis en geles de
almidon se realizé de acuerdo a los siguientes pasos consecutivos: Preparacion de geles,
Carga de las muestras, Corrida de la electroforesis y Tincion de las enzimas,
2.4.1.Preparacioén de los Geles: La composicién de los geles fue obtenida de Conkle et
al, (1982) y el procedimiento de iJreparacién siguio la metodologia estandarizada por el
Dr. Lafayette Eaton (comunicacidn personal).

Se prepararon 3 geles diferentes cuya composicion se describe en la Tabla 3.
Cada uno de ellos permiti6 estudiar diferentes grupos enzimaticos seleccionados en
analisis previos en base a su mejor resolucién de tincién, Detalles de la formulacién de
los buffer de gel se pueden ver en los anexos 5,6,7.

El sistema de gel A se utilizd para las enzimas Glutamato Oxaloacetato
Transaminasa(GOT) ¢ Alanina AminoTransferasa (AAT EC2.6.1.1) , Acido Fosfatasa
(ACP EC3.1.3.2), Alanina Aminopeptidasa (AAP EC3.4.11.1), Fosfoglucosa Isomerasa
(PGI EC5.3.1.9); el Sistema de gel D para las enzimas Shikimato Deshidrogenasa
(SKDH EC1.1.1.25), Menadione Reductasa (MNR EC1.6.99.2), Malato Deshidrogenasa

(MDH EC1.1.1.37) y el Sistema de gel H para Peroxidasa (PER EC1.11.1.6).
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Para preparar cada gel, en un matraz Kitasato se agregé almidén y su respectivo
buffer (Tabla 3), luego se calentd sobre la llama de un mechero hasta que la solucién
espesd y cambio de colc;r (cristalino). Posteriormente, con una bomba de vacio se
extrajieron las burbujas retenidas en Ia solucion y se vertié en forma homogénea sobre
moldes previamente preparados. Después qué los geles se enfriaron a temperatura
ambiente fueron guardarlos en el refrigerador a 4°C hasta su utilizacién.

Tabla 3 Composicion de geles (cantidad de almidén.y tipo de buffer) segiin smtema
enzimatico ensayado,

Sistema Nimero de | Almidén | Tipo de Buffer

Enzimatico Enzimas (12%)

A 4 40.8gr. 340ml (10% buffer cimara A pH=8,3 y completar con
buffer gel A).

D 3 36.0gr . |300ml (5% buffer gel D _DH=6,1 completar con Agua |.
destiladz).

H 4 40.8gx 370ml (buffer gel D).

2.4.2.Carga de los geles: Se cortd un trozo de aproximadamente 6-7cm en ugnio de sus
extremos de cada gel y se separ¢ del trozo de gel mayor. Sobre el extremo del gel
mayor se procedio a cargar las muestras.

Se descongelaron 36 muestras las que se mantuvieron en hielo para evitar su
descomposicion. Una vez descongeladas cada muestra se embebid en un trozo de papel
filtro, los cuales fueron depositados en el extremo del gel mayor (origen),
procedimiento que se realizd simultaneamente para los 3 geles. Es importante sefialar
que para distinguir alelos de diferente movilidad, siempre se cargaron grupos de

individuos pertenecientes a diferentes poblaciones.
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Junto a las muestras se agregd un papelillo embebido en indicador (azul de
bromofenol) para verificar el término de la electroforesis. Una vez finalizado el
procedimiento de carga se unieron ambos trozo de gel .
2.4.3.Corrida de la Electroforesis: Los geles cargados se taparon con envoltorio
plastico (Alusaplast) y se depositaron sobre las cimaras de corrida previamente llenas
con sus respectivos buffer de camara. Detalles de la formulacion de los buffer de camara
se pueden ver en los anexos 5,6,7.

Los extremos de cada gel fueron cubiertos con pafiales embebidos en buffer, para
permitir el flujo de corriente hacia los geles . Posteriormente se fijaron todos los lados de
los moldes y junto a las cimaras de corrida se introdujeron en el refrigerador- para
mantener la temperatura a 4°C.

Para evitar la desnaturacion de las enzimas durante la electroforesis, cada gel se
cubri6 con una bolsa de agua fria. Es imp;)rtante seflalar que cada cierto tiempo, se tuvo
la precaucion de cambiar las bolsas de agua fiia, para ast mantener los geles ﬁ-ioé.

Luego, se procedié a conectar cada camara a su respectiva fuente de poder,
mediante electrodos y se ajusté la intensidad de corriente segin el sistema enzimatico
ensayado (Tabla 4). Posteriormente, se realizo una precorrida de aproximadamente 15-
20 minutos para permitir que las enzimas salgan del papel filtro v se introduzcan en el
gel. Una vez transcurrido este periodo de tiempo se procedid a retirar los papeles filtros.
Finalmente, se corrieron los geles por un periodo de tiempo que dependid del
movimiento del indicador sobre el gel, pero en general se consideraron aproximadamente

4 horas 45 minutos para el sistema enzimatico A y 4 horas para los sistemas D y H.
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Tabla 4. Condiciones de las fuentes de poder durante el transcurso de la electroforesis
para cada sistema enzimatico ensayado.

Sistema Enzimatico | Amperes Voltaje Aproximado
A 75mA 170V
D 50mA 200V
H T5mA . 125V

2.4.4.Tincion de las enzimas: Terminada la electroforesis se desmontaron los geles y se
procedi6 a cortar horizontalmente un numero de capas correspondiente al nimero de
sistemas enziméticos a analizar por gel. Para el sistema de gel A se realizaron 4 cortes
(enzimas AAP, AAT, ACP y PGI); 3 cortes para el sistema de gel D ( enzimas MNR,
MDH y SKDH) y 4 cortes para el sistema de gel H (enzimas PER, FLEST, CAT y
LAP).

Es necesario aclarar, que durante todas las eléctroforesis realizadas, para el gel H )
se esperaba revelar 4 sistemas enzimaticos pero, finalmente solo el sistema Peroxidasa
se resolvié adecuadamente,

Cada corte se deposito sobre una cubeta de acrilico de 20em de largo X 15 cm de
ancho X 2 c¢m de alto y 3mm. de espesor, sobre los cuales se aplicaron las soluciones de
tincién previamente preparadas segin modificaciones a Conkle et al, (1982), Luego se
tapd cada cubeta con envoltorio plastico (Europlast) y se incubaron segin las
recomendaciones especificadas para cada enzima. La formulacién de los buffer de
tincidén y procedimientos de tincién modificados se describen detalladamente en los

Anexos 8al 11,
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2.4.5.Interpretacion de Ia informacién electroforética; Identificar adecuadamente el
numero de bandas, la intensidad, la herencia codominante y la estructura cuaternaria de
las enzimas analizadas es fundamental para interpretar la informacion electroforética. De
tal manera, las caracteristicas de los patrones de bandeo revelados, unido a ‘la
informacion existente de ellos en la literatura, especialmente de su estructura cuaternarias
(monomérica, dimérica y tetramérica), facilitaron la identificacién de los fenotipos
homocigotos y heterocigotos.

Durante el procedimient‘o de interpretacion, se identific6 a la isoenzima y/o
aloenzima que migré mas rapido anodalmente como la niimero 1, a la siguiente como la

numero 2 y asi sucesivamente.

2.5.Anidlisis Estadisticos: Los calculos y el analisis de los estadigrafos se realizaran
mediante los programas BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989) , GENEPOP 3.1
(Raymond y Rousset, 1997), Statistica 4.5 y un programa computacional desarrollado
por el Dr.Lafayette Eaton.
2.5.1. Equilibrio Ha;'dy-Weinberg: Las desviaciones de las frecuencias genotipicas
observadas en relacion a las esperadas bajo condiciones de equilibrio Hardy-Weimberg '
se midieron a través de la prueba exacta incorporadas en el programa GENEPOP 3.1 de
Raymond y Rousset, (1997).

En necesario aclarar qu.e los supuestos en que se basa la ley de Hardy-Weinberg
establecen que una poblacion ideal las frecuencias alélicas y genotipicas estaran en

equilibrio estable si se cumplen los siguientes requisitos: No hay migracién, las
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'generaciones son discretas, no hay mutacién, no hay seleccion, el tamafio poblacional es
infinito y hay panmixia, Obviamente ninguna poblacion natural cumple todas las
condiciones sefialadas por lo cual esta ley no es realista, no obstante este analisis es un
punto de partida para estudiar las desviaciones de las frecuencias genotipicas esperadas y
sus probables causas.

2.3.2. Estimacién de los Niveles de Variabilidad Genética: Para medir el nivel de
variabilidad genética en las 18 poblaciones naturales de Raulf se utilizaron los siguientes
indicadores:

2.5.2.1. Ndmero medio de alelos por locus (A): Se obtiene sumando los alelos por
locus observados y se divide por el nimero de-loci analizados,

2.5.2.2 Porcentaje de loci polimérficos (P): Se obtiene sumando los todos los loci
polimérficos observados y se divide por el mimero total de loci analizados. Un locus fue
considerado polimorfico cuando presentaba més de una varante alélica independiente de
su frecuencia. '

2.5.2.3.Heterocigosidad: La heterocigosidad es la medicion de variabilidad genética mas
simple y ampliamente utilizada. Su importancia radica en que cada heterocigoto lleva
diferentes alelos, representando la variacién existente. Generalmente en los estudios
poblacionales se calculan dos mediciones de heterocigosidad: 1a “heterocigosidad
observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He).

2.5.2.3.1 Heterocigosidad media observada (Ho): La heterocigosidad observada para

una poblacidn se obtiene sumando el mimero de individuos heterocigotos observados
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para cada locus y se divide por el ntimero total de indi\;iduos y loci analizados en la
poblacion. ,
2.5.2.3.2. Heterocigosidad media esperada (He): Parz; una poblaciéon se obtienen
sumando el mimero de heéerocigotos esperados para cada locus considerando equilibrio
Hardy-Weinberg, y se divide por el nimero total de individuos y loci andlizados en la

poblacion.

2.5.3. Distribucion de la Variabilidad genética: Para cuantificar y analizar la
distribucion de la variabilidad genética se utilizaron 2 métodos : Ijiversidad Geénica de
Nei (1973) v los Estadisticos F de Wright (1965) segiin Weir y Cockerham (1984). Se
utilizaron ambos métodos debido a 2 razones: a) entregan informacion complementaria a

[

pesar de que todavia existe controversia sobre cual clie, los dos métodos es el mejor
estimador de la distribucién de la variabilidad genética y b) permite hacer comparaciones
con estudios en los cuales se utiliza L;no r ofro método.
2.5.3.1. Diversidad Génica de Nei (1973): Este método permite determil:lar la
distribucidn de la frecuencias alélicas en poblaciones subdivididas. La Diversidad Génica
se puede particionar en 3 componentes :  Ht=Hs + Dst

Donde, Ht es la diversidad génica total , Hs es la divers;idaci génica
intrapoblacional y Dst es la diversidad génica interpoblacional. La diferenciacién -génica

interpoblacional es frecuentemente medida como un valor relativo Gst:

Gst=Dst / Ht
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Este método puede ser aplicado para cualquier niimero de loci si se reemplaza la
diversidad génica para un locus por el promedio de la diversidad génica para todos los
loci estudiados.
2.5.3.2, Estadigrafo F de Wright (1965) St;gﬁn Weir y Cockerham (1984): La
estructura genotipica de una poblacion a menudo es analizada mediante los estadigrafos
F, los cuales permiten estimar la distribucion de las frecuencias genotipicas v a diferencia
del método de diversidad gér}iCQ de Nei, permite estudiar los efectos de factores
evolutivos como la deriva genética, consanguinidad flujo génico y seleccidon en
poblaciones subdivididas jerarquicamente .Wright en ‘1965 derivo la siguiente formula
para analizar las frecuencias genotipicas de genes neutros:

1-Fit = (1-Fis ) (1-Fst )

donde Fit ,Fis y Fst representan coeficientes de consanguinidad.

a) Fit = Correlacion entre dos gametos que se unen para producir un individuo en
relacion a la poblacion total, es decir, se define como el grado de consanguinidad de un

individuo en relacion a la poblacion total.

b) Fis = Correlacion entre dos gametos que se unen al azar en relacidén a la subpoblacién.
Mide el grado de consanguinidad de un individuo en relacién a su subpoblacién, por lo
que habitualmente se le denomina Coeficiente de Consanguinidad. Los valores de este
estadigrafo dan cuenta de variaciones en la heterocigosidad debido a apareamiento no

aléatorio en la subpoblacién y a posibles efectos selectivos.
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Hay que distinguir dos aspectos en el estadigrafo Fis, su signo y su valor. Si el
signo es negativo indica excesos de heterocigotos y si es positivo indica déficit de
heterocigotos  en relacién a las proporciones esperadas segiin equilibrio Hardy-
Wienberg, mientras que un valor Fis=0 indicaria panmixia y Fis =1 indicaria

consanguinidad total.

c) Fst = Correlacion entre 2 gametos tomados al azar de 2 subpoblaciones en relacién a
los gametos de Ia poblacién total. Mide los cambios en la heterocigosidad debido a
deriva genética y subdivision poblacional. Generalmente se le denomina Indice de
Fijacién y habitualmente se utiliza para estimar la diferenciacién interpoblacional y el
nivel de flujo génico entre subpoblaciones.

Segon Hartl (1987) y Cuguen et al (1988) sus valores siempre son positivos y

pueden ser clasificados como;

Fst=0a0.05 Escasa diferenciacion entre poblaciones.
Fst = 0.05-0.15 Moderada diferenciacion

Fst=0.15>  Gran diferenciacion.

Para los fines de esta tesis se utilizd el método de Weir y Cockerham (1984)
desarrollado para calcular los estadigrafos F de Wrigth. Tal método presenta menos

sesgo pues considera el efecto del tamafio de la muestra y el nimero de poblaciones.




Los detalles de formulas y procedimientos empleados por este método se pueden ver en

v

Weir y Cockerham (1984).
2.5.3.3.Significancia de los estadigrafos F: Para probar que los estadigrafos F son

significativamente diferente de cero se uso la prueba de Bondad de Ajuste Chi Cuadrado
2 :
(X® ) para cada locus:
a) Fis y Fit: Se usa el estadistico X? de Li y Horvitz (1953).
X2=F2 N (k1) 5 gl= k(k-1)/2

b) Fst= Se usa el estadistico X% de Workman y Niswander (1970)

X2= 2N Fst (k-1); gl= (&-1) (s-1)

Donde N=Tamafio total de la muestra: k=N(mero de alelos, s= Namero de

subpoblaciones.

2.5.4.Diferenciacién  entre poblaciones: Para analizar la  diferenciacion

interpoblacional se utilizaron 4 métodos:

2.5.4.1.Prueba de Bondad de Ajuste (G): La prueba de bondad de ajuste para los 10
loci enzimaticos estudiados en esta tesis, permitid verificar si las frecuencias génicas

son significativamente heterogéneas.
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2.5.4.2. Distancia Genética de Nei (1972,1978): La medicién de Distancia Genética
propuesta por Nei (1972,1978) es la mas ampliamente utilizadas para determinar
relaciones genéticas entre poblaciones. Este método toma en consideracion los efectos

del polimorfismo en las poblaciones midiendo las diferencias alélicas acumuladas por

locus:
D=-1i(Gxy / GxGy)

Donde, Gx =(2nx Jx - 1) / (2nx -1) es la identidad no .sesgada promedio para todos los
loci en Ia poblacién X. Gy =Qny Jy - 1) / (2ny -1)  es la identidad no sesgada

promedio sobre todos los loci en la poblacién Y ¥ Gxy = Jxy.

Por otro lado, Jx, = xi2 y Jys = yiz » Jxy= Xiyi son las probabilidades de

identidad de 2 genes tomados’ aleatoreamete, donde xj e yj son las frecuencias alélicas

del i*¥° alelo en las poblaciones X e Y,

2.5.4.3.Estadigrafo Fst de Wright modificade por Weir ¥ Cockerham (1984)

Como se indica en el punto 2.53.2. Fst permite estimar el grado de
diferenciacion genotipica interpoblacional, por lo tanto es un importante parametro que
mide Ia relacion existente entre poblaciones.

2.5.4.4.Estadigrafo Gst de Nei (1973, 1977): Como se sefiala en el punto 2.5.3.1. Gst

mide el nivel relativo de diferenciacion alélica entre poblaciones. :
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2.5.5. Relaciones entre poblaciones: Para estudiar las relaciones entre poblaciones se
utilizaron 2 métodos : Andlisis Jerdrquico de Cluster y Anilisis de Cluster No
Jerarquico.

2.5.5.1. Anilisis de Cluster Jerdrquico: El andlisis de cluster jerdrquico se realizd
mediante el programa computacional BIOSYS 1.7 Swofford y Selander, 1989). Este
método utiliza el algoritmo UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) el cual a través de el
promedic aritmético de las distancias genéticas no sesgadas (Nei, 1978) va formando
sucesivos grﬁpos hasta originar un dendrograma,

2.5.5.2. Andlisis de Cluster No Jerirquico: Los dendrogramas UPGMA son un
método jerdrquico que no permite visualizar asociaciones entre poblaciones
pertenecientes diferentes grupos, poblaciones hibridas. Por tal motivo, para identificar
relaciones intermedias se realizd un anilisis no jerarquico utilizando las distancia
genéticas de Nei (1978) obtenidas del programa computacional Biosys-1.

El método en cuestion, compara sucesivamente la distancia genética de un par de
poblaciones con las demés, permitiendo apreciar grupos poblacionales intermedios que
con el dendrograma no son detectados. Los andlisis de cluster no jerarquico fueron
realizados mediante un programa computacional creado por el Dr. Lafayette Eaton a
partir de las ideas de Sokal y Rolf (1973). Pz‘ara mayor informacion ver Lamb‘orof y
Eaton (1992).

2.5.6. Niveles de Flujo Génico: Los analisis teoricos de flujo génico .se basan en la

estructura espacial de las poblaciones naturales, existiendo varios modelos para
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estudiarlos, entre los cuales se encuentran los modelos de Islas de Wright, Continuo o
Aislamiento por Distancfa y Discontinuo o Paso en Paso. Tales modelos consideran
ademas, varios métodos indirectos para estimar el flujo génico entre poblaciones, tales
como: Alelos Privativos (Slatkin, 1985) ,Fst de Wright (1965), Fst segin por Weir y‘
Cockerham (1984), Gst de Nei (1973,1977), Maxima Verosimilitud (Barton et al ,1983 ;
Wehrhahn y Powell,1987 citados por Slatkin y Barton ,1989).

Para este estudio se utilizaron los métodos Fst segin por Weir y Cockerham
(1984) y Gst de Nei (1973,1577), debido a que Slatkin y Barton (1989) demostraron que
proporcionan una razonable est.'imacién del nitmero de migrantes por generacién (Nm)
bajo una amplia variedad de estructuras poblacionales comparado con otras
metodologias:  Nmipe = (1/ Fst-1)/ 4 6 Nmgs = (17 Gst-1)/ 4

Donde N es el tamaiio poblacional, m la tasa de migracién , Fst es el indice de

fijacién y Gst es el indice de diferenciacion poblacional de Net.

2.5.7.Relaciones entre parametros genéticos y ubicacién geografica; Para verificar la
existencia de patrones geogréaficos para los pardmetros genéticos estudiados (mimero
de alelos por locus, heterocigosidad observada y esperada, frecuencias alélicas y
distancias genéticas) se realizaron una serie de correlaciones no paramétricas de

3

Spearman mediante el programa computacional Statistica 4.5.




3.RESULTADOS

3.1.Identificacién y Caracterizacion de Ias Variantes Enzimgticas

Se estudiaron 8 sistemas enziméticos en 18 poblaciones naturales de Rauli
(Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)), revelandose 16 presintos loci. Todos ellos
se consideraron como presuntos loci ya que, no se verificé su herencia,

En [a Tabla 5 se detallan el mimero de isoenzimas, el nimero total de alelos
identificados por locus, los alelos més frecuentes, fenotipos més frecuentes y la
estructura cuaternaria para los 10 loci enziméticos analizados en este estudio. En ella se
puede apreciar que la identificacion de 6 loci (AAT, , ACP; , MDH, , MNR, , PGI, ,
PER; ) no fue suficientemente clara y muchas veces su resolucién file erratica.
Solamente 10 loci mostraron patrones de bandeo claros y coﬁables (AAP, AAT, ,
ACP; , MDH,;, MNR, , PGI,, PER; , PER; , PER;, SKDH, ), identificindose un total
de 43 alelos. Por tal motivo solamente estos tltimos fueron utilizados en los posteriores
analisis, | .

Los 10 loci anteriormente sefialados mostraron un mimero total de alelos por
locus que fluctud entre 4 y 6. Los loci enziméticos AAP , ACP, , SKDH, , ATT, , PGI,
» PER; , PER; , PER; revelaron 4 alelos mientras que los loci MDH, y MNR,

revelaron 5 y 6 alelos respectivamente.

26
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La intensidad y caracteristica de los patrones de bandeo obtenidos para los 10

loci enziméticos, facilitaron la identificacién indirecta de su estructura cuaternaria (Tabla

5), es asi como se pudo apreciar 8 enzimas monoméricas (AAP, AAT, ACP, MDH,

PER y SKDH), 1 enzima dimérica (PGI) y 1 enzima tetramérica (MNR). Ademis se

facilit6 el estudio de la herencia de tales marcadores genéticos, sugiriéndose que todas

las- variantes alélicas se heredarian en forma mendeliana-codominate, Mayores detalles

sobre los patrones de bandeo para cada loci y las caracterfsticas de las enzimas

estudiadas se pueden ver en las figuras 3-a la 10.

Tabla 5. Caracterizacion de los 10 loci enzimaticos estudiados en 18 poblaciones

naturales de Ruli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)).

ENZIMAS Niimero Ntmero Alelo Fenotipos ‘Estructura
Isocnzimas | Total Frecuente | Frecuentes Cuaternaria -

Alelos ) .

AAP:Alanina | AAP=4 AAP-2 AAP-1/ AAP-2 Monomérica

Aminopeptidasa AAP-2/ AAP-3

AAT: Aspartato 27 AAT =7 |[AAT,-3 AAT, -2/ AAT,-3 | Monomérica

Aminotransferasa AAT,=4

ACP:Fosfatasa Acida 27? ACP, =% |ACP,-3 ACP,-1/ ACP,-2 | Monomérica
ACP=4 .

MDH:Deshidrgenasa 27 MDH, =? |MDH,-3 |[MDH,-2/ MDH,-3 | Monomérica

madlica MDH,=5 '

MNR :Menadione Reductasa | 27 MNR;=6 [MNR;-2 [MNR;-2/MNR;~4 |Tetramérica
MNRz =?

PGI:Fosfoglico Isomerasa |29 PGI, =7 PGI, -3 PGL-1/PGL-3 ., |Dimérica
PGIl.=4

PER:Peroxidasa 47 PER, =7 ? ? Monomérica
PER,=4 PER. -2 PER;-ZII?ERZ-B )
PER;=4 |PER;-2 PER;3-2/PER3-3
PER,=4 |[PER,-2 PER-2/PER -3

SKDH:Shikimato I SKDH=4 |SKDH-2 SKDH-2/SKDH-3 | Monomérica

deshidrogenasa
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3.2.Anilisis de las Variantes Alélicas

Para las 18 poblaciones de Rauli estudiadas se logréd identificar un total de 43
alelos, los cuales fueron clasificados en raros, privativos, frecuencia intermedia y
frecuentes de acuerdo a los criterios de Zanetto y Kremer, (1995) y Schnabel y Hamrick,
(1990). Asi se considerd a un alelo como frecuente cuando sus frecuencias se
encontraban entre 0.20-0.99; alelo de' frecuencia intermedia cuando sus frecuencias se
encontraban entre  0.11-0.20; alelo raro cuando su frecuencia fue inferior al 10%,; alelo
privativo cuando estaba presente en una o unas pocas poblaciones independiente de su
frecuencia. Es importante sefialar que para las poblaciones de Rauli estudiadas, los alelos
privativos se presentaron en ffem_lencias inferiores al 10%.

En la Tabla 6 se resumen esta clasificacién para los 10 loci enzimaticos
analizados, mientras que mayores detalles sobre niimero de alelos por locus observados
y sus frecuencias elélicas se muestran en el Anexos 12.

En base a las anteriores definiciones se pudo verificar Ia presencia de 1 a 2 alelos
mas frecuentes (27.9% del total de alelos identificados) dependiendo del locus analizado.
De los 10 loci estudiados, 8 mostraron 1 alelo més frecuente, mientras que los loci
MNR; y MDH; presentaron 2 alelos frecuentes cada uno, esto obviamente obedeceria al
mayor nimero de alelos revelados por dichos loci (Tabla 5).

Solo el locus AAP mostro alelos con frecuencias intermedias para 13 de-las 18
poblaciones analizadas correspondiendo a un 2.3% del total de alelos observados.Como

se puede apreciar en la Tabla 6, existid una predominante cantidad de alelos en baja
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frecuencia (<10%), correspondiendo al 69.8% de los alelos revelados, los cuales a su vez
se subdividieron en 60,5% de alelos raros y 9,3% de alelos privativos, Es importante

sefialar que los alelos privativos también fueron considerados raros.

Tabla 6. Nimero de Alelos raros (frecuencia menor a 10%), Alelos privativos, Alelos en
frecuencia intermedia y Alelos frecuentes revelados para 10 loci enzimitico en 18
poblaciones de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst))

Locus Baja frecuencia Privativo Frecuencia Alelos frecuentes
{Raro) intermedia

MNR| 2

MDHp

PERy

PER3

PERZ

AAP

AAT>

SKDH

ACP;

W RNW] W ] v w] ke
ek | gt |t | et Lt | o | it | i | RS B2
.

PGI;

O =IO O|lo| o] ol O —|
ol o|o|o|~]o|loc|lofo| o

ek
[V

Total 26

De estos Gltimos se identificaron 4 alelos privativos en 6 poblaciones, el alelo
MNR; -5 se encontré en Radal-7 Tasas, Malleco A, Selva Oscura., el alelo MNR, -6 se
observd solo en la poblacion de Las Trancas y finalmente los alelos MDH, -5y ACP; -4

estuvieron presente en Curacautin y Radal respectivamente.

3.3.Desviaciones de la distribucién Hardy-Weinberg

Los resultados de la prueba exacta Hardy-Weinberg se resume en la Tabla 7. Los
valores fueron obtenidos a partir del programa Genepop 3.1 de Raymond y Rousset

(1995). Es importante sefialar que la prueba de X* y Fis permite detectar desviaciones en
P q
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las frecuencias genotipicas observadas en relacién a las frecuencias esperadas bajo los
supuestos de equilibrio Hardy-Weinberg. Ademas Fis permite determinar la orientacion
de tales desviaciones, es asi como valores positivos o negativos indicarfan que ellos se

encausan hacia una deficiencia o exceso de heterocigotos respectivamente.

Tabla 7. Prueba exacta de Hardy-Weinberg para 10 loci enzimaticos en 18 poblaciones

naturales de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)).

Locus Chi Cuadrado Grados de Libertad Probabilidad™ | Fis
MNR] 209.5 36 <0.00001 ** |0.1766 **
MDH? 2443 36 <0.0001 102740 ¥*
PER7 157.9 |32 <0.0001 ¥ 10.3161 **
PER3 247 26 0.54 ns |0,1089 **
PER4 153 26 . 0.95 ns |0.0244ns
AAP 85.5 36. <0,0001 *¥* 10,1309 *+*
AAT? 100.5 36 <0.0001 *¥* [0.1975 **
SKDH 46.2 32 0.049 ¥ 10.134] **
ACP2 62.7 24 <0.0001 ** 10.2006 **
PGI2 51.1 36 0.049 * 10,0996 **
Todos loci y 099738 228 <0.0001 ** 10.1856%*
poblaciones

ns = no significatiovo; * = significativo (P<0.05); ** = altamente significativo (P<0.01)

Los resultados permitieron verificar que, al analizar en conjunto todos los loci y
poblaciones, se observaron importantes desviaciones de lo esperado segiin Hardy-
Weinberg en direccion hacia deficiencia de heterocigotos. Esto.se reflejo , en valores
de X* altamente significativo (P<0.0001) y un valor promedio de Fis positivo y

significativamente diferente de cero (Fis=0.1856, P<0.01).
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Sin embargo, al analizar detalladamente la Tabla 7 se puede ver que
individualmente los loci presentaron variaciones en el grado de significancia para los
valores de X>. Es asi, como para 6 loci (MNR; , MDH; , PER, , AAP, AAT, , ACP, )
las diferencias entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas fueron altamenté
significativas (P<0.0001), y para los loci SKDH vy PGI-2 las diferencias fueron
significativas (P<0.05). ’

Por otro lado, los loci PER; (P>0.05) y PERy (P>0.05) estadistica{nente no
mostraron. diferencias significativas, pero se apreciaron discrepancias en sus valores Fis.
Al analizar los valores Fis para ambos loci se pudo constatar que para el locus PER,
(Tabla 7 ), Fis no difiri6 significativamente de cero (Fis=0.0244; P>0.01), indicando que
para este locus no existiria deﬁciéncias.de heterocigotos. (

La situacién del locus PER; fue distinta pues, el valor Fis fue significativamente
diferente de cero (Fis=0.1089, P<0.01) sugiriendo que existen desviaciones del
equilibrio Hardy-Weinberg orientadas hacia la deficiencias de heterocigotos. Estas
discrepancias se deberian a que los métodos que calculan Fis y su significancia serfan més
poderosos que el método de Chi cuadrado habitualmente utilizado para determinar

desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg.

3.4.Niveles de Variabilidad Genética Aloenzimaitica

En la Tabla 8 se detallan los pardmetros de variabilidad genética medidos:

nimero de alelos/ locus, porcentaje de loci poliméficos, heterocigosidad observada y
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" esperada. Se puede apreciar que el Raulf presenta elevados niveles de variabilidad
genética aloenzimatica con un promedio 3.04 alelos por locus (A), 92.8% de alelos
polimoérficos (P), 22.9% de heterocigosidad observada (ﬁo)_ y 28.2% de heterocigosidad
esperada (He). De la misma tabla se ﬂesprende que, las poblaciones de los extremos de
la distribucion geogréfica de la especie, Curicé por la Cordillera de los Andes y El
Colegual por la Cordillera de la Costa, fueron las que presentaron los valores mas bajos
de polimorfismo (80%), heterocigosidad observada (Ho=18.8% vy 14.4%
respectivamente) y heterocigosidad esperada (He=23.0% - 22.2% respectivamente).
Ademaés, El Colegual fie la poblacién que mostrd el menor nimero de alelos por locus
calculados para la especie (A=2.5). '

La poblacion de Nahuelbuta también presentd niveles bajos de variabilidad
geénética -( A= 2.6, P=90%; Ho=20.0%; He=23.5%) pero estos resultado deber tomarse
con precaucion debido al bajo mimero de individuos analizados (20 individuos).

Como se puede apreciar en la Tabla 8 y Figura 1, las 4 poblaciones que
Tepresentan la zona central de la distribucion geografica del Rauli por la Cordillera de
los Andes (San Fabian B, San Fabian A, Recinto y Monte Le6n), mostraron niveles
intermedios de variabilidad genética.‘ Las restantes 11 poblaciones mostraron valores
superiores al promedio de la especie, para todos los parametros medédos fluctuando
entre A=3.1-3.5, P=100%, Ho=20.3% - 30.6%, y Ht‘a=.27.5% -34.6%.

Para verificar si los pardmetros que miden los niveles de variabilidad genética se

relacionaban con el tamafio de la muestra, se realizd un analisis de correlacién no

paramétrico de Spearman, Los resultados indicaron que no existiria una correlacién
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. aparente entre el nimero de individuos analizados por poblacién con el niimero de alelos

por locus , polimorfismo y heterocigosidad (P>0.05).

Tabla 8. Niveles de Variabilidad Genética Aloenzimatica en 18 Poblaciones Naturales de
Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)).

Poblacitn Ubicacion N A P (%) Ho He

1Curico Cordillera Andes 37.9 2,9 80.0 0.188 0.230
(0.044) {0.060)

2Agua Fria Cordillera Andes 38.1 32 100.0 0.244 0.335
(0.048) (0.064)

3Radal-7Tasas Cordillera Andes 37.2 3.4 100.0 0,291 0.317
(0.058) (0.063)

4Nahuelbuta Cordillera Costa 200 2.6 20.0 0.200 0.235
(0.073) {0.060)

5Chacay-Nahuel Cordillera Costa 374 3.1 100.0 0.254 0.292
{0.057) (0.068)

6Vega Blanca Cordillera Costa 42.7 35 100.0 0.306 0.346
(0.045) (0.048)

78n.Fabian A Cordillera Andes 324 28 20.0 0.199 0.275
(0.061) (0.087)

8Sn.Fabian B Cordillera Andes 37.0 2.9 90.0 0.244 0.269
(0.073) (0.077)

9Recinto Cordillera Andes 407 29 90.0 0.238 0.282
: {0.059) (0.075)

10Monte Ledn Cordillera Andes 374 2.6 20.0 0.193 0.256
(0.059) (0.081)

11Malleco A Cordillera Andes 384 3.0 90.0 0.213 0.250
(0.061) {0.071)

12Malleco B Cordillera Andes 454 3.2 100.0 0.237 0.282
(0.048) (0.065)

13Selva Oscura Cordillera Andes 31.5 3.1 100.0 0.235 0.284
(0.045) (0.049

14Curacautin Cordillera Andes 39.5 34 100.0 0.203 0.287
(0.055) (0.064)

15Malalcahuello Cordillera Andes 389 3.5 100.0 0.258 0.337
(0.041) (0.056)

16Melipeuco Cordillera Andes 43.2 3.1 90.0 0.246 0.307
{0.056) {0.064)

17Las Trancas Cordillera Costa 382 3] 100.0 0.234 0.275
! (0.058) (0.046)

18E1 Colegual Cordillera Costa 39.7 2.5 80.0 0.144 0.222
(0.047) (0.053)

Promedio 35.5 3.04 92.8 0.229 0,282
(0.055) (0.064)

(Entre paréntesis Error Estandar), N=Tamafio medio de la muestra por locus; A=Ntimero medio de alelos/locus;
P=Porcentaje de loci polimérficos (Se considerd a un locus polimérfico cuando més de un alelo fue detectado);
Ho=Heterocigosidad media observada; He=Heterocigosidad media esperada ( Estimacién insesgada de Nei ,1978).




3.5.Distribucién de Ia Variabilidad Genética Aloenzimdtica

La distribucién de la variabilidad genética aloenzimitica en Rauli fiie medida a
través de 2 métodos: Diversidad génica de Nei (1973) y Estadigrafos F de Wright segiin
Weir y Cockerham (1984). La Tabla 9 se resumen los resultados obtenidos para ambos
estadigrafos.

Tabla S. Diversidad génica y genotipica para 10 loci enziméticos en 18 poblaciones

naturales de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Qerst) ) ( Segim los
métodos de Nei (1973) y Weir y Cockerham (1984) respectivamente).

Locus Fis Fst Fit 1-Fst | Ht Hs Dst Gst
(%e) (%) (%) (%)

MNR 0.1766%* | 3 77%* 0.2159*%* 1952 10,566 94.2 0.033 | 58

MDH3 0.2740%* 4,60** 0.3075*%* 1954 |0.557 93.9 0.033 | 6.1

PERp 0.3161%* | 10,89%* 10,3905%* [89.11 |0.287 838.9 0.032 |11.1
PER3 0.1089** |2 73%* 0.1332%* 197.3 |0.,094 96.8 0.004 | 3.2
PER4 0.0244ns 4,60** 0.0692ns |93.1 |0.142 93.7 0.008 | 6.3
AAP 0.1399%% | 6,83%* 0.1986%* [93.2 |0.466 91.6 0.039 | 84

AATy 0.1975%%  1237+%% 0.2165%* 1976 ~|0.293 95.2 0014 | 48

SKDH 0.1341%% |4 61%* 0.1741*%* 1954 [0.233 93.9 0.015 | 6.0

ACPy 0.2000%* | 3,73%* 0.2304** 1963 |0.110 95.5 0.005 | 4.5

PGIp 0.0996+* 1,45ns 0.1127** 1986 |0.222 97.3 0.005 | 2.7

Promedio [0.1856** | S5,11** 0,2272%* 1949 10,297 23.6 0019 | 64

ns = no significativo (P<0.05), **= Altamente significativo (P<0.01).Detalles de los calculos
para los niveles de significancia de Fit,Fis y Fst se detallan en el anexo 13.

Ambos métodos son coincidentes en reportar que, en promedio el componente
intrapoblaciorial (Hs y 1-Fst) fue superior al 90% y mayor que el componente
interpoblacional (Gst y Fst) para los 10 loci enzimaticos analizados. Con el método de

diversidad génica de Nei se obtuvo que el 93.6% de la variabilidad alélica se encuentra

a nivel intrapoblacional (Hs), similar proporcién fue determinada a través de los
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estadigrafos F, indicando que el 94.9% (1-Fst) de la diversidad genotipica se encuentra
distribuida dentro de las poblaciones. En la misma tabla se puede observar que sélo el

locus PER; mostro valores de diversidad genética intrapoblacional menores al 90% para

ambos métodos.

3.6.Deficiencia de Heterocigotos

Bésicamente 2 lineas de evidencias permitieron verificar la presencia de una
importante deficiencia de heterocigotos a nivel intrapoblacional. En primer lugar, en la
Tabla 8 se puede observar que para todas las poblaciones analizadas la heterocigosidad
observada fue menor que heterocigosidad esperada ( Ho=0.229 y He=0.282).

En segundo lugar, los valores de Fis y Fit también mostraron un  déficit
generalizado de heterocigotos. En la Tabla 9 se presenta un resumen de los estadigrafos
F, en ella se puede apreciar que el promedio para todos los loci el valor de Fis y Fit
fueron, positivos y significativamente diferente de cero (Fis=0.1856; P<0.01; Fit=.02272;
P<0.01) situacion que permitid evidenciar el importante nivel de consanguinidad
presentes en las poblaciones de Rauli. Al analizar en detalle la Tabla 9, se puede apreciar
que para 9 loci (MNR;, MDH; , PER; , PER; , AAP, AAT, , SKDH, ACP, yPGlL)
las probabilidades calculadas fueron mucho mas bajas que el valor critico (P< 0.01)
indicando que los valores de Fis son diferente de cero en forma altamente significativa,

solamente el locus PER, mostré un valor de Fis estadisticamente.no significativo (Fis=
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0.0244; X* =131, gl=6; P=0.97>0,05). Los valores de Chi cuadrado, grados de libertad

y probabilidad para Fisy Fit por locus se detallan en el anexo 13.

3.7.Diferenciacion Interpoblacional

Los niveles de diferenciacion interpoblacional se analizaron a través de 4
métodos: Prueba de Bondad de ajuste (G), Diferenciacion Alélica (Gst de Nei),
Diferenciacion Genotipica (Fst de Wright segin Weir y Cockerham, 1984) y Distancia
Genética (Nei 1973,1978). En la Tabla 10 se muestran los resultados de Ia prueba de

bondad de ajuste para la frecuencias alélicas de 10 loci enzimaticos estudiados.

Tabla 10. Prueba de Bondad de Ajuste (G) para las frecuencias alélicas de 10 loci
enzimaticos en 18 poblaciones de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)).

Locus Numecro Alelos Probabilidad Error Estandar
MNR} 6 0.0017** 0.0017
MDH?7 5 0.0007%* 0.0007
PERj 4 <0000 ** 0.0000
PER3 4 <0,000]1%* 0.0000
PERy 4 <(0.0001%* 0.0000
AAP) 4 <0,0001** 0.0000
AATH 4 <0.0001** 0.0000
SKDH1 4 <0.0001** 0.0000
ACPy 4 0.0006%* 0.0006
PGl 4 <0,000 [ ** 0.0000
Total <(0.0001**

*¥ = altamente significativo (P<0.01); gl= 20

(P<0.01) para todos los loci analizados indicando que existe una importante

Como se puede apreciar, los valores de G fueron altamente significativos
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heterogeneidad en las frecuencias alélicas, Sin embargo, los estadigrafos de Nei y Wright
revelaron niveles moderados de diferenciacion interpoblacional (Tabla 9).

El estadigrafo Gst de Nei, indicé que un 6,4% de la diversidad alélica se
distribuiria entre las 18 poblaciones estudiadas. Similares resultados fueron obtenidos
con el estadigrafo Fst de Wright, donde el valor Fst multilocus indico queun 5,11%
(P<0.01) dela variabilidad genotipica, se distribuirfa entre las poblaciones de Rauli.

Tebricamente se sostiene que valores de Fst=0 indicarian que no existe
diferenciacion entre poblaciones , mientras que Fst=1,0 indicarian diferenciacion total. Al
respecto, la prueba de significancia de Workman y Neiswander (1970), reveld que los
valores de Fst para 9 loci (MNR; MDH, , PER, , PER; , PER4 , AAP, AAT; , SKDH y
ACP; ) fireron estadisticamente diferente de cero ( P<0.01), con lo cual ellos estarian
reflejando el grado de diferenciacién interpoblacional observada.

Como se desprende de la Tabla 9, en general los valores de Fst para los 10 loci
estudiados fluctuaron entre 1.45% y 10.89%, mientras que con el método de Nei (1973)
los resultados fueron levemente superiores, variando entre Gst= 2.3% a Gst=11.1%. Sin
embargo, en términos generales ambos métodos fueron consistentes en sus resultados,
pues los loci PER; (Gst=11.1%,; Fst=10.89%: P<0.01) y AAP ( Gst= 8.4%;
Fst=6.83%, P<0.01) presentaron los valores mas altos y el locus PGI, mostré los
valores mas bajos (Fst=1.45% y Gst=2.3%), incluso para éste tltimo su valor de Fst no
fue significativamente diferente de cero (P>0.01).

Otro método utilizado para verificar el grados de diferenciacién interpoblacional

fue la distancia genética no sesgada de Nei (Nei ,1978). Los resultados permitieron
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apreciar que la distancia genética promedio fue de 0.0215, fluctuando entre 0.001
(Curico-Nahuelbuta) y 0.076 (Agua Fria- Las Trancas), lo que indicaria que las
poblaciones de Rauli son similares entre si, a excepcién de las poblaciones de las Trancas
y El Colegual. Al respecto, la teoria sostiene que valores de distancia genética cercanos
a cero se observarian cuando las poblaciones presentan alelos y frecuencias alélicas
comunes no obstante, la existencia de una significativa heterogenidad de las frecuencias
alélicas y la presencia de una moderada diferenciacion interpoblacional permiten sugerir
que las poblaciones de Rauli presentarian muchos alelos comunes pero con importantes

variaciones en sus frecuencias.

3.7.1. Relaciones entre poblaciones

Las relaciones entre poblaciones se estudiaron a través de 2 métodos: Anélisis de
Cluster Jerarquico de Sneath y Sokal (1973) y Analisis de Cluster No Jerarquico ( Sokal
y Rohif, 1973, Lamborot y Eaton, 1992).

El Anélisis de Cluster Jerarquico reflejado en el dendrograma UPE}MA de Ia
Figura 2, revel6 la existencia de 3 grupos diferenciados y dos poblaciones diferentes de
todas las demds. El primer grupo se formé con las poblaciones del extremo norte de la
distribucion del Rauli , ubicadas en la Cordillera de la Costa (Nahuelbuta, Chacay-
Nahuel y Vega Blanca) y en la Cordillera de los Andes (Curicé, Radal y Agua Fria).

Un segundo grupo incluy6 7 poblaciones del sector de la Cordillera de los Andes

la (San Fabian A, San Fabian B, Recinto, Malleco A, Malleco B, Curacautin, Monte

Letn), mientras que el tercer grupo se formdé con 3 poblaciones (Selva Oscura,
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Malalcahuello y Melipeuco) ubicadas a lo largo- del mismo cordén montafiosos pero,
mas al sur que las poblaciones del segundo grupo. Las poblaciones de Las Trancas y El
Colegual, que representan el extremo sur de la distribucién natural del Rauli por la
Cordillera de la Costa, mostraron ser diferentes entre ellas y de todas las demas.

En el dendrograma (Figura 2) se puede observar ademss, que la distancia
genética promedio entre los grupos 1, 2 y 3 fue 0.025 v entre los grupos 2 y 3 fue de
0.023. Por otro lado, los grupos 1,2,3 y la poblacién de Las Trancas tuvieron una
distancia promedio de 0.031, mientras que para todas las poblaciones con respecto a El
Colegual fue de 0.035.

Si bien, los dendrogramas UPGMA son un método jerarquico ampliamente utilizado en
estudios poblacionales presenta algunas limitaciones, una de ellas es que no permite
detectar poblaciones intermedias. Para detectar tales asociaciones y descartar que los
3 grupos y las 2 poblaciones visualizados en el dendrograma sean sélo el efecto de Ia
metodologia aplicada, las poblaciones se sometieron analisis de cluster no jerarquico
(Sokal y Rolf, 1973, Lamborot y Eaton, 1992). Los resultados no mostraron
asoctaciones intermedias entre poblaciones, evidenciando que las relaciones observadas
en el dendrograma no son solo producto-del método empleado si no que, podrian ser el

efecto de otros procesos, cuyas implicancias seran analizadas posteriormente,
3.7.2.Correlaciones entre parimetros genéticos y geograficos

Se realizaron correlaciones no paramétricas de Spearman entre la latitud,

longitud, altitud y cada uno de los pardmetro genéticos medidos ( mimero de alelos por
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locus, polimorfismo, heterocigosidad observada y esperada, frecuencias alélicas, flujo
genico y distancias genéticas).

La latitud, longitud y altitud no se correlacionaron con ninguno de los parametro
que miden los niveles de variabilidad genética (nimero de alelos por locus, polimorfismo,
heterocigosidad observada y esperada). Sin embargo, al correlacionar las frecuencias
alélicas con los parametros geogrificos, 9 alelos de los 43 analizados mostraron una
correlacion significativa. En la Tabla 11 se muestran los resultados de los anilisis de
correlacidn y sus significancia para los 9 alelos, distinguiéndose que los alelos AAP-1,
AAP-2 y PER; -2 se correlacionaron significativamente con la altitud , pero los alelos
AAP-1y AAP-2 presentaron una relacion opuesta entre ellos.

Tabla 11. Correlaciones significativas entre parametros geograficos (latitud, longitud,

altitud) y las frecuencias aléhicas de 9 aloenzimas en 18 poblaciones naturales de Rauli
(Nothaofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst ) ).

Variables Nitmero Poblaciones R (Spearman) Probabilidad
Altitud-AAP -1 18 0.633 0.005%*
Altitud-AAP-2 18 -0.605 0,008**
Altitud-PER3 -2 18 0.556 0.017*
Latitud-MDH> -2 18 -0.744 0.000%**
Latitud-MDH3 -3 18 0.684 . 0.002%#
Latitud-MNR -1 18 -0.575 0.013*
Latitud-MNR} -3 18 -0.479 0.044%*
Latitud-PER2 -3 18 ~0.486 0.041*
Longitud-MDH; -2 18 -0.585 0.011*
Longitud-PER7 -3 18 -0.499 0.039%
Longitud-AAP-3 18 0.559 0,016*

** Altamente significativo ( P<0.01); * Significativo ( P<0.05)

Por otro lado, los alelos MDH2-2, PERy -3, AAP] -3 se correlacionaron

significativamente con la longitud , siendo ésta negativa para los alelos MDH3 -2 y PER2
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-3y positiva para el alelo AAP-3. Finalmente 5 alelos se correlacionaron
significativamente con la latitud, la cual fue negativa para los alelos MNR, -1, ml -3,
MDH, -2 y P,ER: -3 y positiva para el alelo MDH,-3.

Es importante sefialar que las correlaciones opuestas entre los alelos AAP-1
/AAP-2, MDH, -2 / MDH, -3 con sus respectivos parametros geograficos son obvias ya
que, la suma de las frecuencias alélicas siempre debe ser 1.0 por lo cual, si la frecuencia

* de un de los alelos sube la del otro bajara. Sin embargo, para el locus MNR estos no se

\

aprecié puesto que, 2 de sus alelos presentaron las mismas tendencias;
Finalmente se realizo una correlacion entre las distancias genéticas y geograficas.
Los resultados fueron positivos y altamente significativos (P<0.0001), indicando que las

poblaciones genéticamente mas distantes. son aquellas que se encuentran

geograficamente mds separadas.

3.8.Niveles de Flujo Génico

Enla Tabla 12 se resumen los valores de flujo génico calculados a partir de los
estadigrafos Fst y Gst en base al modelo Islas (Wright, 1965). Los promedio de ambos
métodos dieron valores similares (Nm gy = 4.64 y Nmgy =3.66), indicando niveles
moderados de intercambio genético entre poblaciones, sin embargo, existid una mayor

) .

fluctuacion en los valores de Nmgy por locus obtenidos a partir de Fst, comparados con

los estimados mediante Gst.




Es ast como los loci AAT2 (Nmey=10.30) y PGI;)_ (Nmgg =17.24) presentaron
los niveles mas altos de flujo génico, mientras que los locus PER2 y AAP mostraron los

valores més bajos (Nmpy = 2.05 y Nmp: = 3.4 respectivamente). Por el contrario, los
valores de Gst fueron més estables variando entre Nmgy = 2.0 a 5.7, sin considerar al
locus PGI, cuyo valor fue mayor (Nmgg = 10.61).

Tabla 12. Niveles de flujo génico (Nm=( 1/Fst 6 Gst -1)/4) para 10 loci enzimaticos en

18 poblaciones naturales de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst ) )

\

Locus Fatl Nm2 Gst? Nm?
MNR) 004774+ 4.99 0.058 4.06
MDH3 0.0460% 5.18 0.059 3.99
PERp 0.1089** 2.05 0.111 2.00
PER3 0.0273** 8.90 0.042 5.70
PER4 0.0460** 518 . |0.056 4.21
AAP 0.0683** 340 0.084 2.73
AAT 0.0237%* 10.30 0.048 496
SKDH 0.0461** 5.17 0.064 "3.66
ACPy 0.0373** 6.45 0.045 5.30
PGh 0.0145ns 17.24 0.023 10.61
Promedio 0.0511%* 4.64 0.064 3.66

** = altamente significativo (P<0.01); n.s. = No significativo.

1= Diferenciacién genotipica de Wright (Weir y Cockerham, 1984)
2= Numero de migrantes por generacién a partir de Fst.

3= Diferenciacién génica de Nei (Nei, 1973, 1977)

4=Numero de migrantes por generacién a partir de Gst.

A pesar de que las estimaciones de Nmp; por locus presentan mayores
fluctuaciones,  ésta se ajustarian mejor a la realidad pues, el método de Weir y
Cockerham (Fst) incorpora en sus calculos el tamafio poblacional y el nimero de
poblaciones haciéndolo més exacto que Gst. Por tal motivo, la discusion de los niveles
de intercambio genético entre poblaciones se restringira solamente a los resultados

obtenidos mediante Fst (Weir y Cockerham , 1984).
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Figura 2. Dendrograma construido en base a distancia gené%ica no sesgada de Nei (1978)

para 10 loci en 18 poblaciones naturales de Rauli
(Oerst ) ).
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Figura 3. Alelos identificados para la enzima Shikimato Deshidrogenasa: a= SKDH-2
b= SKDH-3 ; ¢= SKDH-4. Enzima monomérica ubicada en plastidios y citosol. Participa
en la biosintesis de aminoéacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina y triptofano
(deshidrogenacion de de 5-deshidroshikimato a shikimato). Se han descrito en plantas 1-2
loci. (Scandalios, 1974; Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).
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MALATO DESHIDROGENASA

Figura 4. Alelos identificados para la enzima Deshidrogenasa Malica : a= MDH, -1; b=
MDH, -2 ; ¢= MDH, -3 ; d= MDH; -4 Enzima monomérica o dimérica segtin la especie
estudiada, se ubica en mitocondrias, microcuerpos y citosol. Participa en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (citosol = Malato +NAD* < Oxaloacetato+tNADH ;
mitocondrias= Malato +NAD* <« OxaloacetatotNADH). Se han descrito en
plantas 3 loci. (Scandalios, 1974; Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).
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FOSFOGLUCOISOMERASA

Figura 5. Alelos identificados para la enzima Fosfoglucoisomerasa : a= PGI, -2 ; b=
PGIL; -3; ¢c=PGI; -4 Enzima dimérica ubicada plastidios y citosol. Participa en la
Glicolisis (Glucosa-6P <> Fructosa-6P). Se han descrito en plantas 2 loci. (Scandalios,
1974; Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).
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Figura 6. Alelos identificados para la enzima Aspartato Aminotransferasa : a= AAT, -1;
b=AAT, -2 ; ¢= AAT, -3. Enzima dimérica, se ubica en plastidios, mitocondrias,
microcuerpos y citosol. Participa en transaminacion en el citoplasma (Oxaloacetato <>
Aspartato) y en el metabolismo del glutamato en las mitocondrias (Glutamato
<> o-Ketoglutarato). Se han descrito en plantas 3-4 loci. (Scandalios, 1974; Gottlieb,
1982, Weeden y Wendel, 1989).
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Figura 7. Alelos identificados para la enzimas Peroxidasa : a = PX, -2; b=PX, -3 ;
c=PX, -4; d=PX; -1; e=PX; -2, f= PX; -1; g= PX, -2 ; h=PX, -3;1=PX; -4;. Enzima
monomeérica o dimérica segun la especie estudiada, se ubica en plastidios, pared celular y
citosol. Participa en una amplia variedad de reacciones utilizando peroxidos (H; O, )
para oxidar una gran variedad de dadores de H+. Se han descrito en plantas 2-13 loci.
(Scandalios, 1974; Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).
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Alanina Aminopeptidasa

Figura 8. Alelos identificados para la enzima Alanina Aminopeptidasa : a= AAp -2;
b=AAP- 3. Enzima monomérica, de amplia distribucién a nivel celular, Participa en el
catabolismo de proteinas a través de la hidrolisis de residuos alanina. No se tiene claridad
si en plantas existen mas de 1 locus que la codifique. (Scandalios, 1974; Gottlieb, 1982,
Weeden y Wendel, 1989).
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Figura 9. Alelos identificados para la enzima Menadione reductasa: a= MNR, -2;
b=MNR, -3, c¢= MNR, -4, d= MNR, -6. Enzima tetramérica, no se sabe su distribucidén
celular.pero, se cree que se ubica en mitocondrias, microcuerpos y citosol. Participa en la
respiracion celular y fotosintesis a través de la transferencia de H+ desde desde
nucleétidos de piridina a quinonas. Se han descrito en plantas 2 loci. (Scandalios, 1974;
Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).
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FOSFATASA ACIDA

Figura 10. Alelos identificados para la enzima Fosfatasa acida : a= ACP; -1; b=ACP; -2 ;
c= ACP; -3. Enzima monomérica o dimérica segin la especie estudiada, se distribuye
ampliamente a nivel celular. Participa en el metabolismo del glicogeno. A través de la
hidrolisis de enlaces ésteres de acido fosforico. Se han descrito en plantas loci.
(Scandalios, 1974, Gottlieb, 1982; Weeden y Wendel, 1989).




" 4.DISCUSION

4.1. Niveles de variabilidad genética aloenzimAtica en el Rauli (Nothofagus alpina

(Poepp. et Endl (Oerst))

4.1.1. Variabilidad genética a nivel poblacional

‘La cantidad de la variabilidad genética medida para las 18 poblaciones de Rauli
estudiadas, fluctud entre 2.5-3.5 alelos por locus (A), 80%-100% de loci polimérficos
(P) y 22.2%-34.6% de heterocigosidad esperada. Tales valores son muy superior al
promedio determinado para plantas a nivel poblacional (A= 1.53; P= 34.2% y He=
11.3%) (Hamrick y Godt, 1990). Al comparar los resultados obtenidos a nivel
poblacional, con especies que presentan caracteristicas biologicas similares a las del
Rauli, se pudo apreciar que sus valores también fueron superiores (Tabla 13).

De las 18 poblaciones de Rauli estudiadas, Curicé y El Colegual mostraron los
niveles mas bajos de diversidad genética estimados para la especie (He = 23.0% y 22.2%
respectivamente y P=80%). Esto quiere decir, que presentan muchos loci en los cuales la
frecuencia del alelo més frecuente se encuentra cercana a 1.0, mientras que los demés se
encontraria:n en frecuencias menores al 10% (ver anexos 12).

La menor diversidad genética encontrada en ambas poblaciones puede ser

explicada por su condicion de poblaciones marginales, puesto que, la localidad de Curicé

52




53

representa el extremo norte por la Cordillera de los Andes, mientras que El Colegual
corresponderia al extremo sur por la Cordillera de la Costa.
Tabla 13. Indices de variabilidad aloenzimatica a nivel poblﬁcional para especies que

presentan  atributos como: Perennes, Lefiosas, Amplia Distribucién Geografica,
Alogamia y Anemocoria.

Caracteristica Nes Np L A P(%) |He(%)
Perenne Lefiosa 115 9.3 17.0 1.79 50.0 14.9
Amplia Distribucion 85 255 14.6 1,72 43.0 15.9
Alogamia 102 10.7 16.7 1,79 49.7 14.8
Anemocoria 105 8.7 16.6 1,70 42,9 12.3
Rauli 1 18 10.0 '2.5-3.5 {80-100 |22.2-34.6

Nes=Numero de especies estudiadas; Np= Namero promedio de poblaciones estudiadas;
L= Numero de loci promedio; A= Numero promedio de alelos por locus; P= Porcentaje
de loci polimorficos; He=Heterocigosidad esperada (%).

Fuente: Hamrick v Godt, (1990).

La teoria clasica desarrollada a partir de observaciones en Drosophila spp.,
predice bajos niveles de variabilidad genética en poblaciones marginales (Dobzhansky et
al, 1963). Estas predicciones han mostrados ser ciertas para varias especies de la familia
de las Fagaceas como: Fagus sylvatica ( Leonardi y Menozzi, 1995; 1996), Quercus
petraea (Zanetto y Kremer, 1995) y Quercus ilex (Michaud et al, 1995). Al respecto,
dichos autores sugieren que la menor diversidad .genética seria. producto de fuertes
presiones selectivas que ocurren en sectores con condiciones ambientales criticas.

Sin embargo, debido a que los loci enzimaticos son considerados selectivamente

neutros, es dificil extender dichas sugerencias para las poblaciones de Rauli, En este

contexto, los loci enzimaticos serian marcadores genéticos que reflejan el fendmeno, a

menos que se demuestre que estan asociados a caracteristicas que influyen directamente

sobre la adecuacidn biologica de la especie.

e



Otros factores que pueden haber reducido los niveles de variabilidad genética en
las poblaciones de Curico y El Colegual son, su aislamiento geografico y sus pequefios
tamafios poblacionales. En esas condiciones, las restricciones del flujo génico y la deriva
genética podrian haber favorecido la 'disminucion de la diversidad genética en ambas
poblaciones.

Analizar y discutir resultddos electroforéticos a nivel poblacional, como ya se ha
visto, permite distinguir poblaciones especiales, pero ademss permite confirmar la
importancia que tiene un disefio de muestreo adecuado, en términos de nimeros de
individuos y mimero de poblaciones.

Para las 18 poblaciones de Rauli estudiadas el tamafio promedio de las muestras
por locus y por poblacién fue aproximadamente 40 individuos con la excepcidn de la
poblacién de Nahuelbuta, donde sélo 20 individuos revelaron patrones electroforéticos.
Segiin Brown y Briggs (1991), el nimero de individuos muestreados se relacionaria
directamente con la diversidad genética, lo cual podria explicar la menor variabilidad
genética encontrada en la poblacion de Nahuelbuta.

Sin embargo, no se aprecioé correlacion entre los indices de variabilidad genética
{mimero de alelos por locus, polimorfismo y heterocigosidad) y el tamafic poblacional,
indicando que al menos para este estudio, los tamafios muestreales no serian un factor
limitante para capturar la mayof parte de la diversidad genética en las poblaciones de
Rauli. Probablemente este resultado se deba a que el nimero de individuos que

revelaron patrones electroforéticos fluctuaron entre 20 a 45.4 , valores que se encuentran
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dentro de los rangos sefialados como Optimos (10-50 individuos) para detectar la
mayoria de los alelos mas frecuentes (Conkle, 1992 ; Falk , 1991).

El nimero de individuos analizados por poblacién tomaria mayor importancia
cuando se desea capturar alelos en baja frecuencia y especialmiante en especies forestales
como el Rauli, donde su variabilidad genética se basa fundamentalmente en la presencia
de un gran nimero de alelos raros (frecuencias menores al 10%). Marshall y Brown
(1975) citados por Holsinger y Gottlieb, (1991) sefialan que para capturar el 95% de los
alelos cuyas frecuencias son superiores al 5% se requeriria entre 50-100 individuos por
poblacion.

Por otro lado, el nimero de poblaciones muestreadas también puede influir en la
cantidad de variabilidad detectada a nivel poblacional. Se considera que en especies
aldégamas y con distribucion geografica amplia, una muestra de menos de 5 poblaciones
puede conducir a una subestimacion de los niveles de variabilidad genética (Manos y
Fairbrothers, 1987, Schnabel y Hamrick, 1990; Holsinger v Gottlieb, 1991). En este
estudio se muestred un numero de poblaciones muy superior al minimo recomendado en
la literatura, lo que puede dar seguridad de que los datos obtenidos son una estimaciér‘x
que representa en gran medida la cantidad de variabilidad genética aloenzimética

existente en el Rauli, tanto a nivel poblacional como, a nivel de especie.

4.1.2.Variabilidad genética a nivel de especie
A nivel de especie la cantidad de variabilidad genética aloenzimatica en el Rauli

mostrd ser muy superior (A= 3.04; P=92.8%; He=28.2%) al promedio determinado para
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especies vegetales (A= 1.96; P=50.5%; He=14.9%). A su vez, fue superior a los valores
promedios estimados para gimnospermas (A= 2.35; P=70.9%; He=173%) y
angiospermas (A= 2.09; P=52.0%; He=15.9%) (Hamrick y Godt, 1990).

Las comparaciones con algunas de las especies Fagaceae, se muestran en la Tabla
14. Se pudo constatar que los niveles de variabilidad 'genética en el Rauli fueron
superiores a los valores promedios reportados para alguna:s de las especies pertenecientes
alos 4 géneros de la familia de las Fagaceae.

Tabla 14. Niveles promedio de variabilidad genética aloenzimatica para 4 géneros de
la familia de las Fagaceas y para N. alpina.

Genero N L A P(%) . He(%) ‘
Quercus 33 15(3-26) 2.12(1.25-3.8) 62(21.9-90.0) 21.6 (5.5-39.8)

(Castanea 4 18(16-19) 2.1(1.74-2,67) 72(62.2-84.2) 23.5(18.3-30.5)
Fagus 3 11(6-16) 2.6(2.12-2.9) J 78(58.2-100) 28.2(16.8-39.5)
Nothofagus 3 21{(15-22) 1.3(1.15-1.38) 115(4,5-19.7) 4.6(2.7-9.9)

N. alpina 1 i0 3.04 92.8 28.2

N = Nitmero de especies estudiadas;He=Heterocigosidad esperada;A = Niunero de alelosﬂocus P= .
Porcentaje de loci polimérficos; L= Numero de loci estudiados.

Fuente: Miiller et al, (1993). Manos y Fairbrother (1987); Guttman y Weigt (1989); Schnabel v Hamnck
(1990); Yacine y Lumaret (1989), Kleinschmit et al, (1995); Hasse (1992,1993); Belletti y Lanteri,
(1995); Comps et al, (1990,1991); Kénnert (1995); Leonardi y Menozzi (1995); Takahashi et al, (1994);
Houston y Houston (1994); Huang et al, (1994); Villani et al, (1991, 1992).

De los resultados publicados , solo 2 especies mostraron niveles de variabilidad
genética similares a los obtenidos para Rauli. Miiller-Starck et al, (1993) y Kleinschmidt
et al, (1995) reportaron'para Quercus petraea 3.1 alelos por locus (A), 90.0% de loci
polimérfico (P) y 27.0-29.0% de heterocigosidad esperada (He). Por otro lado, Doubree
y Kremer (1993) sefialan para Quercus rubra 3.8 alelos por locus (A) y 27.1 % de

heterocigosidad esperada (He).
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Es importante considerar que, las comparaciones entre especies solo deben
tomarse como un antecedentes ilustrativos debido a la diversidad de estrategias de
muestreo utilizadas en los estudios publicados. En general los esquemas de muestro
varian enormemente en relacidn al niimero y tipo de loci analizado, nimero de
poblaciones y mimero de individuos por poblacién, llevando en algunas ocasiones a
resultados lﬁuy diferentes para una misma especie.

En la actualidad solo la recopilacion de 653 estudios realizada por Hamrick
(1979, 1982) y Hamrick y Godt en 1990 que abarca alrededor de 700 especies vegetales
han permitido hacer generalizaciones y predicciones de la cantidad de variabilidad
genética que podria presentar una especie en particular y sobre de las caracteristicas
ecologicas y de su historia de vida que la pueden haber influenciado.

En la Tabla 15 se muestran los niveles promedios de variabilidad aloenzimatica
para especies vegetales con diferentes atributos bioldgicos. De ella se desprende que los
niveles de variabilidad genética obtenidos para el Rauli son mayores que los promedicw‘s
calculados para especies con caracteristicas similares a él (plantas lefiosas perennes A=
2.19, P=64.7%, He=17.7%, especies con amplia distribucién geografica A= 2.29,
P=58.9%, He=20.2%; especies alogamas anemofilas, A= 2.40, P=66.1%, He=16.2%, v
especies con anemocoria, A= 2.10, P=55.4%, He=14.4%).

Por lo tanto, los resultados obtenidos para el Rauli permitieron confirmar las
predicciones generales hechds por Hamrick (1979, 1982) y Hamrick y Godt, (1990)
basadas en los atributos biologicos de las especies vegetales. Estos autores sostienen

que, especies como el Rauli, que son plantas lefiosas perennes, aldgamas, anemofilas y
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Tabla 15, Niveles de variabilidad genética aloenzimética para especies vegetales
clasificadas segin atributos como: Estatus taxondmico, forma de vida, distribucidén
geografica, dispersién de polen y dispersién de semillas

Nivel

N L A p He

Estatus taxonémico ,
Gimnosperinas 55 16.1 2.35 70.9 0.173
Angiospermas 440 16.1 2.09 52.0 0.159
Forma de vida
Herbaceas peremnes 4 13.8 1.42 39.6 0.205
Lefiosas peremnes 110 17.0 2,19 64.7 0.177
Distribucién peogrifica
Endémicas g1 17.8 1.80 40.0 0.096
Restringido 101 16.9 1.83 45.1 0.137
Regional 193 16.7 1.94 52.9 0.150
Amplia 105 14.6 2.29 58.9 0.202
Dispersion del polen »
Autogamia 123, 16,2 1.69 41.8 0.124
Autogamia-Alogamia y zoofila 64 14.4 1.68 40.0 0.120
Alogamia/zoofila 172 17.7 1.99 50.1 0.167
Alogamia/Anemofila 105 16.7 2.40 66.1 0.162
Autogama-Alogamia v anemoéfila 9 12.5 2.18 73.5 0.194
Dispersion de semillas
Gravedad/Adherida 15 18.6 242 69.3 0.166
a animal

| Adherida a animal 55 16.5 2.96 68.8 0.204
Anemocoria 111 16.6 2.10 55.4 0.144
Gravedad 198 16.9 1.81 45.7 0.136
Endozoofilia 67 13.2 1.69 45.7 0.176
Explosiva 27 18.6 1.48 304 0.092

N = Numero de taxa; L=Numero medio de loci estudiados; P=potcentaje de loci polimérficos

A =Nimero de alelos/locus; He=Heterocigosidad esperada

Fuente: Modificada de Hamrick y Godt (1990).

con amplia distribucion geografica, tenderian a mantener niveles altos de variabilidad

intrapoblacional comparado con especies que muestren otra combinacion de atributos,

siendo el rango de distribucion geografica el mejor predictor de los niveles de
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variabilidad aloenzimatica. Al respecto, es frecuente observar en especies vegetales con
rangos geograficos amplios mayor diversidad genética que aquellas que presentan
rangos restringidos. Tales patrones se deberian a que las especies vegetales con amplia
distribucion geografica pueden haber mantenido poblaciones grandes y continuas durante
la mayor parte de su historia vida, lo cual las haria menos susceptibles a perder

variabilidad aloenzimatica por efecto de la deriva genética.

4.1.3 Deficiencia de heterocigotos

Las Tablas 8 y 9 presentadas en la seccién resultados muestran que, las

poblaciones de Rauli presentan una generalizada deficiencia de heterocigotos. Como se
aprecia en la Tabla 8, en promedio la heterocigosidad observada (Ho=22.9%) fue menor
que la heterocigosidad- esperada (He=282%) en condiciones de equilibrio Hardy-
Weimberg, indicando que las poblaciones estudiadas no se comportan como panmixticas
y existiria importantes niveles de consanguinidad. Similares resultados se apreciaron al
analizar los resultados del estadigrafo Fis (Tabla 9), donde 9 loci mostraron valores
positivos y significativamente diferentes de cero.

La presencia de apreciables niveles de consanguinidad observados en el Rauli no
es un caso aislado ya que, los estudios sobre genética de poblaciones vegetales
frecuentemente reportan  ciertos niveles de deficiencia de heterocigotos en plantas
alogamas. Brown en 1979, ya habia descrito que en las especies aldgamas, mostraria
un déficit general de heterocigotos si se comparaba con lo esperado en condiciones de

panmixia. Al respecto, algunos autores sugieren que la existencia de este fendmeno
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favoreceria la formacion de unidades de apareamiento semi-aisladas con adaptaciélm local
diferencial, la cual en combinacién con el flujo génico limitado serian efectivos
mecanismos para la mantencidn del polimorfismo genético y la adaptabilidad (Levin y
Kerster, 1974 citado por Bacilieri et al, 1995; Gregorius et al, 1986).

Las especies de la familia Fagaceae a las cuales pertenece el Rauli, son plantas
alogamas en las cuales el polen y las semillas son dispersadas por diversos mecanismos
(viento, gravedad, animales). Tales caracteristicas permitirian mantener poblaciones
genéticamente homogéneas con elevados niveles de variabilidad genética, sin embargo se
ha podido verificar que ésta no se distribuiria aleatorfamente y aplrecié.ndose
importantes niveles de consanguinidad. Es asi como, Guttman y Weigt (1989) verificaron
que 18 especies del genero Quercus mostrarfan importantes deficiencias  de
heterocigotos. Similares resultados fueron obtenidos por Bacilieri et al (1994) para Q.
petreae y Q. robur (Fis=0.304, Fis=0.244 respectivamente), siendo por el momento, los
valores mas altos publicados para la famili.a Fagaceae.

Deficiencias de heterocigotos de una magnitud similar a las obtenidas para el
Rauli, han sido publicadas para F. .sy}vatica (Fis=0.130 y Fis=0.115 ) por Leonardi y
Menozzi (1996), Comps et al (1990) respectivamente, para (. suber (Fis= 0.173) por
Elena-Rossello y Cabrera (1996) y para Q .rubra (Fis=0.10) por Sork et al, (1993):
Ademas, en muchos casos, la deficiencias de heterocigotos se han visto asociadas a un
agrupamiento de individuos emparentados en distancia cortas entre 5-10m. y a

diferenciacion intrapoblacional (Gregorius et al, 1986; Sork et al,1993; Bacilieri et al,

1994; Leonardi y Menozzi, 1996).
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Aunque, existen muchos antecedentes que dan cuenta de la presencia de
apreciables niveles consanguinidad dentro de las poblaciones de especies aldgamas. Sus
causas directas no han sido totalmente aclaradas, sugiriéndose que el flujo génico
limitado, deriva genética y seleccion serian las principales fuerzas que estarian
moldeando la estructura genética interna en las poblaciones naturales,

Si bien describir la estructura dentro de las poblaciones de Rauli no fue un
objetivo de esta investigacion, es importante informar sobre la presencia de deficiencia
de heterocigotos, pues puede servir como antecedente preliminar para futuras
investigaciones. Al respecto, un aporte interesante ha sido desarrollado_reci;ntemente

por Eaton et al, (1998) quienes han estudiado detalladamente la estructura genética

dentro de una poblaz:ién de Raufi.”

4.2.Distribuciéon de la variabilidad genética en el Rauli (Nothofagus alpina (Poepp.
et Endl (Oerst)).

Medir y analizar la distribucién de la variabilidad genética permite tener una
visidn general de su organizacion en el espacio y en el tiempo, lo cual hace a este tipo de
informacion muy interesante para estudios de biologia evolutiva, biologia de la
conservacion y mejoramiento genético.

Para estudiar la distribucion de la variabilidad genética aloenzimatica en el Rauli

se utilizaron 2 métodos: diversidad génica de Nei (1972,1978) v estadigrafos F de

Wright segin Weir y Cockerham (1984). El primero permite analizar la distribucion de

las frecuencias alélicas, mientras que el segundo permite estudiar la distribucidon de las

s
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frecuencias genotipicas y de los factores evolutivos involucrados. Ademas, utilizar ambos
métodos facilitd hacer comparaciones con los resultados publicados en la literatura en

las cuales se utiliza solo uno de ellos.

4.2.1.Variabilidad genética intrapoblacional

Los resultados obtenidos muestran que alrededor de un 95% de la variabilidad
genética aloenzimatica se distribuye dentro de las poblaciones de Rauli (Hs=93.6%; 1-
Fst=94.9%, Tabla 9). Esta a su vez, fue muy superior a la determinada para especies
vegetales en conjunto (Hs=77.6%) (Hanuick y Godt, 1990} pero, similar a la obtenida
para especies arboreas lefiosas (Hs=92,0%) (Hamrick et al, 1992), confirmindose que
para las especies forestales la mayor proporcion de la diversidad genética se encuentra a
nivel intrapoblacional.

En la Tabla 16 se detaila la distribucion de la variabilidad genética para diferentes
especies de las Fagaceas. Es importante sefialar .que dicha tabla puede parecer
excesivamente extensa, pero esta no puede ser resumida debido a las diferencias en lag
metodolog;as de calculo empleadas por los autores.

En dicha tabla se puede apreciar que los valores reportados para Rauli
(Hs=93.6%,; 1-Fst=94.9%) se encuentran dentro de los determinados para otras especies
de la familia de las Fagaceas ya sea, si es medida por medio de la diversidad génica de

Nei (Hs=81.5% a 100%) o mediante los estadigrafos F de Wright ( 1-Fst=83.1% a

99.1%). Ademads, es importante destacar que los resultados obtenidos para el Rauli

fueron muy superiores a los reportados para otras especies del género Nothofagus tales

I
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como: N. menziesii (Hs=87.7%) y N. cliffortioides (Hs=84.0%). La presencia de una
elevada variabilidad genética aloenzimatica dentro de las poblaciones naturales de Rauli

podria ser el reflejo de varios factores los cuales seran discutidos mas adelante.

4.2I.2.Variabilidad genética interpoblacional

Otro importante parémetro medido fue la distribucion de la variabilidad
aloenzimatica entre poblaciones, estimacion que permite ademés conocer pl grado de
diferenciacion interpoblacional. Siguiendo los criterios de Hartl (1987), la diferenciacién
interpoblacional del Rauli seria moderada (Fst= 5.11%; Gst= 6.4%). Dicho autor
sostiene que valores Fst entre 5% a 15% se encontrarian dentro de tal clasificacién.

Al comparar los resultados con los publicados para otras plantas, ‘se‘ pudo
constatar que el Rauli presenta valores 4 veces mis bajos que el promedid obtentdo
por Hamrick y Godt ,(1990) para 406 especie vegetales (Gst= 22.4%) pero, cercana a
los valores mas bajos encontrados para espécie lefiosas perennes, cuyo polen y semillas
son dispersadas por el viento (Gst= 7.7% a 15.0%) (Hamtick, 1990; Hamrick et al ,
1992).

En la Tabla 16 se muestra la distribucion de la variabilidad aloenzimatica para
varias especies de Iaffamilia Fagaceae. En dicha tabla se puede observar que los indices
de diferenciacion interpoblacional del Rauli s;3 encuentra dentré de los habitualmente
reportados para algunas especies de la familia (Gst=0.0 % a 9.5%; Fst=0.9% a 10.0%).

Estos resultados se esperaban pues las especies de las Fagaceas compartirian atributos

biolégicos, entre los cuales la forma de vida (lefiosa perenne) y el sistema apareamiento
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Tabla 16. Distribucion de variabilidad genética aloenzimatica en especies de los géneros
Nothofagus, Fagus, Castanea y Quercus incluyendo a Nothofagus alpina (Poepp. et
Endl (Oerst)) (Rauli).
Especies N L Ht Hs Gst Fit Fis Fst  1-Fst
Nothofagus (%) (%) R (%)
N.truncata a |30 15 0.149 96.6 27
N.truncata b |3 4 0.205 99.0 1.0
N fusca b |3 2 0293 100 0.0
N.solandri b |3 7 0.083 100 0.0
Ncliffortioides b |3 5 0.175 84.0 16.0
N.menziesii b |3 6 0.414 87.7 12.3
N.alpina ‘118 10 0.297 93.6 6.4 0.186 0227 511 24.9
Fagus
F.crenata c |14 14 0.198 98.5 1.5
F.sylvatica d |20 16 0.252 98.1 1.9
e |11 8 0.303 95.7 4.3
S 148 12 0.308 82.0 12.0
g 135 6 0.310 94.8 52 0.156 0.115 4.6 954
k[ 143 6 0.308 94.2 5.8 0.115 0.065 54 4.6
il2] g 0.157 0117 4.6 95.4
F.grandifolia il2 9 0408 966 34 0090 0023 64 93.6
Castaneae .
C.sativa k|13 e 0.304 89.8 9.5
18 16 0.252 90.5 9.5
! |5 3 0,050 -0.078 2.7 97.3
Quercns
Q.petraea m | 81 13 0.396 97.5 2.5
O.macrocarpa n (21 19 0.206 92.4 7.6
Q.gambelii n |4 14 0.215 88.0 12.0
O.palustris |2 16 0.058 98.3 1.7
Q.rubra a2 16 0.124 92.8 72
, s |8 13 0.233 98.3 17 0.002 -0.008 0.9 09.1
Q.ilicifolia a3 16 0116 956 4.3
O.marilandica 3 16 0.081 B3.9 16.1
QO.vehitina i3 16 0.123 82.9 17.1
Q.coccigena ]2 16 0.058 94.8 5.2
Q.ilex o |57 6 0.278 89.8 10.2 0.128 0.031 10,0 90.0
p |6 3 0.069 -0.008 73 92,7
Q.suber q 10 0.373 81.5 18.5 0316 0.173 16.9 83.1
Q.rubra 5 il 0.183 0.147 42 95.8
Q.ellipsoidalis r .
N = Nimero de poblaciones muesteadas; L=Nimero de loci estudindos;Ht=Diversidad pénica total; Hs =Diversidad génica
intrapoblacional ; Gst=Diversidad génica interpoblaciona; Fst=Diferenciacién genotipica.
Fuente: a=Hasse (1993); b=Hasse (1992); c=Takahashi et al, (1994); d=Konnet (1995); e=Belletti y
Lateri, (1995); f=Gotmory et al, {1990);, g=Comps et al, (1991); h=Comps et al, (1990); i=Leonardi y
Menozzi (1995); j=Houston y Houston (1994); k=Villani et al, (1991); 1=Frascaria et al, (1993); m=
Zanetto y Kremer, (1995); n=Schnabel y Hamrick (1990); fi=Manos y Fairbrother (1987), o=Michaud et
al, (1995); p=Yacine y Lumaret (1989); g=Elena-Rosello et al, (1996); r=Hokanson et al, (1993);
s=Schwarzmamm v Gerhold, (1991).

.
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‘ (alogamia, anemofilia) han sido seflalados como los factores que mas influyen sobre la
distribucion de la variabilidad entre poblaciones (Hamrick y Godt, 1990 y Hamrick et al,
1992).

La fuerte influencia de dichas caracteristicas sobrc; la diferenciacién genética entre.
poblaciones, radicaria en la estrecha relacién que tendrian con el flujo génico. Como se
puede observar en la Tabla 17 existié un importante flujo génico entre las poblaciones de
Rauli (Nm=4.6), el cual fue similar a los reportados para otras especies de la familia de

las Fagaceae (Nm=3.6-5.7).

Tabla 17. Flujo génico (Nm=( 1/Fst -1)/4) en especies con alogamia y anemocoria.

LUGAR ESPECIES Fst Nm
a Especies vegetales 0.04520007 [53a378
con alogamia y anemocoria
Chile b N. alpina ' 0.0511 4.6
Europa c F sylvatica 0.054 44
Estados Unidos d F. grandifolia 0.064 3.6
Estados Unidos e Quercus sp. 0.042 5.7

Fuente: a=Hamrick and Godt,(1990); b=este estudio;c=Cuguen,(1988),
d=Houston and Houston, (1994) ;e=Hokanson et al,(1993).

Sin embargo, los niveles de flyjo génico del Rauli fueron inferiores a los
esperados para especies con polinizacion cruzada (alogamia), cuyo polen y semillas son
dispersadas por el viento (anemofilia y anemocoria respectivamente), l?lls que fluctiian
entre Nm =5.3 a 37.8. Hasta el momento los resultados son contradictorios pues, por un
lado existiria una moderada diferenciacion genética intérpoblacional (Fst= 5.1%)
atribuida al efecto de subdivision poblacional y deriva genética segin el modelo de
Wright (1965). Mientras que por otro lado, el nivel de flujo génico estimado para Rauli

(Nm= 4.6 migrantes por generacion) serfa suficiente para evitar diferenciacién entre
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poblaciones por efecto de la deriva genética. Estas discrepancias pueden ser atribuidas a
las suposiciones del método utilizado para calcular Fst y Nm, cuyas implicancias seran
analizadas en la siguiente seccidn,

4.3.Factores Evolutivos que afectan la estructura genética de las poblaciones

naturales de Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. et Endl (Oerst)).

Hasta el momento se ha sugerido que las caracteristicas biologicas del Rauli
como distribucidn geografica, forma de vida y sistema de reproduccién, serian
relevantes para determinar y predecir la composicién genética de sus poblaciones
naturales. Sin embargo, los atributos bioldgicos no explicarian totalmente los patrones de
variabilidad aloenzimatica encontrados en las poblaciones de Rauli, lo que permitiria
sugerir que efectos de procesos evolutivos v de la  historia de vida también serian

importante en la organizacion de su estructura genética.

4.3.1. Procesos evolutivos que afectan los niveles de variabilidad genética.

Como ya se ha discutido, existe una gran cantidad de ‘informacién en la literatura
que indica que las especies vegetales lefiosas perennes con amplia distribucion
geografica, alogamia, anemofilia y anemocoria presentan elevada variabilidad genética
dentro de sus poblaciones y una escasa diferenciacion entre poblaciones. La mayoria de
dichos atributos biolégic;_os son compartidos por las especies la familia Fagaceae, por lo
cual era factible esperar que el Rauli presentara resultados similares a los postulados en

la Hipétesis 1.
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Tales caracteristicas habrfan permitido, que el Rauli mantuviera elevados
tamafios poblacionales efectivos e importantes niveles de flujo génico, impidiendo qué la
deriva genética disminuyera la cantidad de variabilidad aloenzimética retenida dentro de
sus poblaciones. Efecto que se veria avalado por la presencia de una elevada cantidad de
alelos con frecuencias menores al 10% (69.8% de los alelos revelados) que sélo se
apreciarian, si el Rauli mantuve poblaciones grandes durante la mayor parte de su
historia de vida. Y aunque existiera escaso.flujo génico la diversidad genética total se

mantendria alta, debido a que en poblaciones grandes la tasa de pérdida de variabilidad

genética por efecto de la deriva seria muy baja, del orden de 10° a 10 por generacién
(Varvio et al, 1986). Un efecto absolutamente oISuesto se habria producido si se
hubiesen reducido fuertemente sus tamafios poblaciones y éstas se hubiesen mantenido
fragmentadas y aisladas. En cuyo caso, las restricciones para el flujo génico y la deriva
genética habrian reducido significativamente los niveles de variabilidad aloenzimatica,
perdiéndose principalmente alelos en baja frecuencia (Nei, 1975), lo cual no fue ¢l caso.

Un importante factor que puede haber aumentado los niveles de variabilidad
genética en el Rauli es la hibridacion interespecifica, especialmente la" de tipo
introgresiva. Stebbins (1950) sefiala, que este fenémeno serfa comiin en especies
arbdreas debido, a que no presentan mecanismos eficientes dq aislamiento reproductivo,
y tienen largos ciclos de vida y eficientes métodos de reproduccion sexual.

Al respecto, existe una gran cantidad de estudios en especies de la familia de las

Fagaceas, especialmente en especies del género Quercus (Stebbins, 1950, Miiller, 1952;

Rushton, 1993; Steinhoff, 1993; Schnabel y Hamrick, 1993; Kleinschmit, 1993;
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Ducousso et al, 1993; Jensen et al, 1993; Bacilieri et al; 1993; Howard et al, 1997). En
el género Nothofagus muchos estudios han verificado la presencia de este fendmeno.
Donoso (1975, 1981,1982), Donoso et al, (1990) y Donoso y Atienza {1983,1984) han
determinado la existencia de hibridos entre diferentes especies: N. oblicua X N. glacuca
(N. leoni); N. oblicua X N. alpina; N. dombeyi X N, nitida; N. fiombeyi X N. betuloides;
N. nitida X N. betuloides. Los antecedentes existentes hasta el momento indican que el
Rauli hibridaria en forma introgresiva principalmente con el Roble (V. oblicuq),
situacion’que se veria favorecida por .el hecho de que ambas especies se encuentran
a!sqciados en gran parte de su ‘distribucic'm geogréfica natural sin embargo, no se puede
descartar que el Rauli se hibride con otros Nothofagus caducifolios.

No obstante, la hipotesis de hibridacién debe ser evaluada mas detalladamente,
pues la mayoria de los estudios se han basado en caracteres moifoldgicos los cuales en
plantas son muy afectados por el medio ambiente. Por lo tanto, seria interesante estudiar
este proceso con marcadores genéticos. Al respecto, Gallo et al, (1997) es el tmico
investigador que ha verificado la hibridacién de N. oblicua y N. alpina utilizando
marcadores genéticos (isoenzimas).

La importancia de la hibridacién introgresiva radica en que, es una considerable
fuente de variacion, que favorece a las plantas en términos evolutivos. Se postula que
puede promover fuertes ventajas selectivas ya que, se introducen caracteristicas
adaptativas de una especie a otra facilitando el establecimiento en nuevos habitat (Stutz y
Thomas, 1964; Stern y Roche, 1974). Generalmente los procesos de lﬁb}idacién se

asocian a hébitat con caracteristicas intermedias o a ambientes alterados (Morales, 1987).
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A pesar de todo, la hibridacion seria un proceso poco frecuente, lo cual en cierta
medida explicaria el hecho de que 2 especies simpatricas (como el Roble y Raulf)

puedan mantener su identidad a pesar del intercambio genético (Ducousso et al, 1993).

4.3.2. Procesos evolutivos que afectan la distribucién de la variabilidad genética.
Uno de los aspectos més interesantes de este estudio fue fratar de identificar y
analizar los factores que influirian sobre la diferenciacién interpoblacional,
Como ya se ha discutido anteriormente los atributos biologicos tendrfan una gran
influencia ~ sobre los niveles de diferenciacion poblacional, especialmente Ilas
caracteristicas del sistema de reproduccién, sin embarge Hamrick et al (1992) sostienen
que ellos solo explican un 40% de los patrones de distribucién de la variabilidad
aloenzimatica en plantas. Por consiguiente, la presencia de una moderada diferenciacion
genética en la poblaciones de Rauli (Fst=5.1%, Gst=6.4%) , unida a la existencia de
correlaciones significativas entre parimetros geogréaficos y algunas frecuencias alélicas,
podrian en parte, estar reflejando la acciéon combinada de la-mutacién, migracion, deriva
genética, seleccion y factores historicos. Dentro de los factores histéricos el ultimo ciclo
glacial/interglacial del Pleistoceno pueden haber jugado un importante papel, pues habria
producido contraccion y expansion de la vegetacién. En tales condiciones la accidn de
eventos fundadores, cuellos de botella y migracion poblacional después del cuello de
botella o evento fundador pueden haber modificado las caracteristicas genéticas de las

poblaciones naturales. En la actualidad se sabe que dichos procesos, influyen
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considerablemente sobre los procesos de diferenciacién genética (Cwynar y MacDonal,
1987).

Sin embargo, es dificil determinar el grado de importancia y la relacion existente
entre dichos procesos. No obstante, en base a los resultados obténidos en esta
investigacion y en base a los antecedentes existentes en la literatura se trato de discutir la
influencia de los factores evolutivos sobre la diferenciacion genética en las poblaciones

de Rauli.

4,3.2.1 Influencia de la deriva genética y flujo génico: Uno de los aspectos que se
debe discutir es la influencia de la deriva genética y el flujo génico sobre los niveles de
diferenciacion poblacional en e} Rauli. Al respecto, se debe tratar de explicar la
presencia de una moderada diferenciacion interpoblacional a pesar del importante nivel
de flujo genético que presentan sus poblaciones (Nm=4.6 migrantes por generacion). Al
respecto, tedricamente se sostiene que, 1 nligl:ante por generacion seria suficiente para
mantener pequefias diferencias en las frecuencias alélica entre poblaciones (Lewontin,
1974 citado por Varvio et al, 1986), contrarrestaria la pérdida de alelos por efecto de la
deriva genética (Allendorf 1983 citado por Varvio et al, 1986), y por consiguiente se
evitaria la diferenciacidn poblacional (Frankel y Soulé, 1984), situacién que no se aprecié
cabalmente.

Varias lineas de evidencia permiten sugerir que en realidad la deriva genética

estaria favoreciendo en parte la diferenciacion genética, mientras que los importantes
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niveles de flujo génico detectados estarian siendo sobrestimados por la metodologia
empleada:

a) Si se considera que los loci enzimaticos son selectivamente neutros, solo la deriva
genética seria capaz de produci‘r diferenciacién entre poblaciones, siempre y cuar}cio el

flujo génico sea limitado. : .

b) En general se sostiene que el flujo génico mantendria frecuencias alélicas homogéneas
entre poblaciones sin embargo, si existen subpoblaciones de tamafio finito, como serfa’el

caso de la especie en estudio, la deriva genética puede originar diferencias aleatoreas
entre ellas inclusive con migracion (Hedrick, 1985). Ademas , en un estudio 'de
simulacion Varvio et ai (1986) indican que incluso en poblaciones, grandes y continuas
con 1 migrante por generacion se producirian valores de diferenciacion genética cercanos
al 6%. ' .
¢) Que en realidad los niveles de flujo génico fueron sobrestimados. Esto se sustenta
basicamente en 2 aspectos:

1.- Las caracteristicas de la biologia reproductiva del Rauli tales como: periodicidad en
la produccion de flores y frutos, escasa vagilidad y viabilidad de las semillas (Donoso,
1987, 1995; Donoso et al, 1991) y la ineficiencia del mecanismo de dispersion de polent
que presentarian los Nothofagus chilenos (Riveros et al, 1996), permiten sugérir que los
niveles de flujo génico pueden ser menores que los estimados en este estudio.

2.- El método utilizado para estimar flujo génico (Nm) estaria sobrestimando sus

-

valores, puesto que las suposiciones en que se basa son. muy irreales. Segin Slatkin y )
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Barton (1989), este método calcula el mimero de migrantes por generacion ( Nm= (1/Fst

- 1)/ 4 ) asumiendo los siguientes supuestos:

a) Modelo de estructura poblacional de Islas, donde los genes tiene la misma

probabilidad de moverse entre poblaciones.
b) Equilibrio entre deriva genética y flujo génico
c¢) Marcadores genéticos selectivamente neutros

d) Tasa de migracion es muy superior a la tasa de mutacion

a) En primer lugar no seria efectivo que las poblaciones naturales de Rauli se distribuyen
espacialmente como en un modelo de islas, mais bien ellas se distribuirian en forma
continua en una dimension , siguiendo la geografia del pais. Si esto es cierto, la
estructura espacial de las poblac:iones de Rauli se ajustaria a un modelo continuo,
definido por Wright como aislamiento por distancia (Wright, 1943, 1946 citado por
Merzeau et al, 1994), el cual predice que para 2 individuos la prpbabilidad de aparearse
esta inversamente relacionada con su separacion geografica.

Los resultados del andlisis de correlacion entre las distancias genéticas | y
geograficas permitieron verificar la existencia de aislamiento por distancia, lo que
indicaria que las poblaciones més alejadas geogrificamente tendrian una menor
probabilidad de intercambiar genes entre si, favoreciéndose el apareamiento entre
individuos relacionados y la diferenciacion interpoblacional por deriva genética. Ademés
el modelo de Islas sostiene que todos los alelos tienen igual probabilidad de moverse
entre poblaciones lo que no es cierto para el modelo de aislamiento por distancia, por

consiguiente se estaria sobrestimando los valores de intercambio genético.
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b) En segundo lugar , considerar que existe equilibrio entre deriva genética y flujo génico
solo seria efectivo si las poblacic'mes naturales de Rauli se han mantenido genética y
demograficamente estables en el tiempo. Ciertamente esto es muy dificil de sostener para
el Rauli, debido a que se sabe que durante su historia evolutiva reciente ha pasado por
procesos de contraccion y expansion (Villagran et al, 1996).

Ademas, tedricamente se sostiene que para que ambos procesos alcancen un
estado de equilibrio se requeririan muchas generaciones. Al respecto, de los estudios de
simulacion de Varvio et al (1986) se desprende que, para que una poblacion grande con
1 migrante por generaciéon alcance el 95%‘ de los valores de equilibrio entre Ia
variabilidad genética perdida por deriva y la ganada por flujo génico, se requeririan
aproximadamente 1000 generaciones, que para el Rauli se traducirfan en 50.000 afios
(considerando 50 afios por generacién). Obviamente st consideramos que el ultimo
movimiento masivo de las poblaciones de Rauli comenz6 aproximadamente hace 12000~

15.000 afios antes del presente, se encontrarian lejos de haber alcanzado un estado de

equilibrio (Villagran et al , 1991;1995).

¢) En tercer lugar, los loci enzimaticos son considerados selectivamente neutros, por lo
tanto, ellos serian marcadores genéticos que reflejarian los efectos de la seleccion sobre
loci que afectan a la adecuacion bioldgica (fitness). Sin embargo, los efectos directos de
la seleccion sobre loci enzimaticos no pueden ser descartados absolutamente, debido a

que todavia no se comprende cabalmente como sus diferentes formas afectan al fitness .
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d) En cuarto lugar, Fst y Nm fueron calculados de acuerdo al modelo de infinitas islas
para alelos neutrales de Wright, en cuyo caso los efectos de la mutacion son
despreciables pues, ambos parametros serian independientes de la tasa de mutacién
(Crow y Acki, 1984 citado por Slatkin y Barton, 1989). Sin embargo, en poblaciones
finitas con tamafios poblacionales elevados la tasa de mutacién podria ser importante
debido a que existiria una mayor probabilidad de que un individuo sea afectado por la
mutacion y ademas la acumulacién de diferentes mutaciones en las poblaciones puede

conducir a su diferenciacion si ellas se encuentran aisladas (Slatkin y Barton, 1989).

4.3.2.2 Influencia de la seleccion y la migraciéon: Otro aspecto importante en esta
investigacion fue poder identificar indirectamente los efectos de la seleccion y los
patrones de migracion sobre la diferenciacion interpoblacional. En este sentido, existia
evidencia que indicaba que la seleccion podria estar afectando la diferenciacion

interpoblacional ;

1.- Los 10 loci analizados en este estudio presentaron notables diferencias en los valores
de Nm. En general se espera que diferentes loci den valores similares de Nm si es que
ellos son afectados solo por la migracién y deriva genética, de lo contrario se podria

pensar en efectos selectivos (Slatkin, 1985,1987; Slatkin y Barton, 1989).

2.- Aunque la diferenciacion entre poblaciones fue moderada, 5 loci enzimaticos
mostraron variacién geografica continua. Al respecto, la literatura generalmente sefiala

que las variaciones geograficas de pardmetros genético se asociarian fundamentalmente a
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efectos selectivos (Comp,éet al, Villani et al, 1992; Hasse, 1992; Michaud et al, 1995;
Yacine y Lumaret, 1989),

Sin embargo, las evidencias de efectos selectivos no son totalmente convincentes,
debido a que las variaciones Nm podrian ser un efecto del método"empleado para
calcularlas, como ya se ha discutido anteriormente. Ademas, patrones geogréficos de
frecuencias alélicas también pueden ser formados como consecuencia de disp;ersién a
larga distancia a partir de diferentes recursos, en cuyo caso los eventos fundadores en el
frente de migracion y las sucesivas migraciones establecerfan gradientes para las
frecuencias alélicas (Cwy;ar y MacDonald, 1987). Za;letto y Kremer (1995) sugieren
algunas consideraciones para diferenciar entre los efectos de la seleccion o migracion,

Ellos sostienen que las gradientes geograficas de las frecuencias alélicas seran

explicadas:

a- Por la seleccion, si se observa gradiente para diferentes loci, a lo largo de diferentes

ejes geograficos.

b.- Por migracion.a largas distancias, si diferentes loci varian a lo largo de un mismo eje

geografico,

Los resultados obtenidos para Rauli se orientarian principalmente hacia efectos
migracion debido a que en los 5 loci que mostraron una correlacidn significativa con
parametros geograficos la mayoria de sus frecuencias alélicas se'-relacionaron con la

latitud (Tabla 12). No obstante, la presencia se efectos selectivos no puede ser
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totalmente descartada pues se observaron gradientes en las frecuencias alélicas para
otros ejes geograficos aunque de menor cuantia,

Sin embargo, como se ha sefialado anteriormente, sostener la presencia de efectos
selectivos en las poblaciones de Rauli en base a marcadores genéticos debe tomarse con
precaucion ya que, por la naturaleza neutra de los loci enzimaticos la seleccién sélo
actuaria sobre genes relacionados con la adecua\ci()n bioldgica de la especie. Ademas las -
correlaciones entre pardmetros geograficos y loci enzimaticos no proporcionarian
suficiente evidencia de que la seleccion este o haya actuado directamente sobre ellos
debido a que, se debe dilucidar su base fisiologica y genética (Guries y Ledig (1982)

citados por Gomaory ,1992).

4.3.3. Estructura genética e historia de vida

Un importante aspecto que indirectamente se estudié fue, los efectos del tltimo
ciclo glacial sobre los patrones de variabilidad aloenzimatica y el movimiento de las
poblaciones de Rauli durante ese periodo. En muchas publicaciones se hace referencia de
los efectos catastroficos de la tltima glaciacidn sobre la flora y la fauna. Un ejemplo
extremo fue reportado por Hasse (1992, 1993) para 5 especies de Nothofagus de Nueva
Zelandia donde la intensa fragmentaci6n y aislamiento habria conducido a una severa
reduccion de los niveles de variabilidad aloenzimtica v en algunos casos habria
producido una importantes diferenciacién genética entre poblaciones.

En Chile los estudios palinologicos sefialan que durante ese periodo,

aproximadamente el 70% de la superficie actual cubierta por bosque, fue devastada por




el avance de los hielos glaciares a excepcién de la Cordillera de la Costa, 1a que habria
servido de refigio para las especies animales y vegetales. Especificamente el faxon N.
alpina-N. obliqua (Rauli-Roble) se habria refugiado al norte de a region de Los Lagos,
probablemente en la Cordillera de Nahuelbuta (37°-38° S) y parte de la Depresion
Intermedia (Villagran et al,1991; 1996).

Los estudios realizados hasta el momento no dan una respuesta certera sobre la
dindmica especifica de los probables refugios del Rauli. Al respecto, la informacién
paleobotanica que intenta reconstruir la composicién ﬂoﬁstica de esa época se ha
basado fundamentalmente en estudios palinologicos , metodologia que
desgraciadamente no permite diferenciar entre el polen de Rauli (N.alpina) y Roble
(N.obligua), impidiendo conocer los efectos que tuvo sobre cada especie. Por lo tanto, |
la estructura genética actual de las poblaciones de Rauli podria en parte, estar reflejando
los efectos de la contraccion y expansion de la vegetacion durante la tiltima glaciacion.

En este sentido, los resultados permiten sugerir que los tamafios poblacionales
del Rauli no fueron severamente reducidos ni sobrevivié en refugios aislados, con la
excepcion de las poblaciones de Las Trancas y El Colegual. Al respecto, varias lineas de
evidencia indicarian que la mayoria de las poblaciones analizadas en este estudio se
habrian originado a partir de una gran poblacién, que se expandié a medida que las

! -
condiciones climaticas se 1o permitieron:

a- Los elevados niveles de variabilidad genética y fundamentalmente la gran cantidad de

alelos en baja frecuencia (<10%) solo podrian ser mantenidos en poblaciones grandes ya
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que, evitarian la pérdida de variabilidad aloenzimatica por efecto de la deriva genética
(especialmente los alelos raros). Ademas, las tasas de mutacién espontanea estimada para-
loci enzimaticos son muy bajas, del orden de 19’5 a 107 por locus por 'géneraci()n
dependiendo del locus analizado (Nei, 1978). Por lo tanto, su efecto se apreciaria solo
cuando poblaciones grandes las han acumulado por uﬂ largo periodo de tiempo (Hartl,

1987).

b- La moderada diferenciacién interpoblacional sugeriria que las poblaciones no se
mantuvieron en refugios aislados a excepcién de las poblaciones de Las Trancas y El
Colegual. Probablemente se mantuvieron con r}iveles de flujo génico importantes que
impidieron que la deriva genética causara una mayor diferenciacion.

Ademas, si se hubiesen reducido fuertemente los tamafios poblacionales y se-
hubiesen mantenido en refugios fragmentados y aislados seria factible esperar la:
presencia de alelos privativos asociados a ciertos grupos poblacionales especificos. Por
consiguiente, se apreciarian los efectos de la disyuncion geografica sobre‘ la
diferenciacion interpoblacional (Hasse, 1992), aspecto que n’o se evidencidé en este
estudio. Si bien se apreciaron alelos. privativos en algunas poblaciones estos estuvieron

siempre en muy baja frecuencia, lo que podria indicar que su presencia o ausencia puede

ser solo un efecto de muestreo, pues existiria una baja probabilidad de detectarlos.

c- Si las poblaciones se mantuvieron fragmentadas y aisladas sélo una migracion
explosiva y un flujo genético intenso podrian haber eliminado los vestigios de

diferenciacion genética entre refugios. Como ya se ha sefialado la reducida vagilidad y
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* viabilidad de las semillas, unido al ineficiente mecanismo de dispersion de polen hacen
improbable este escenario. Un escenario mas factible serfa la presencia de una gran
poblacion que paulatinamente fue recolonizando a medida que el retroceso los hielos

glaciares lo permitia.

4.3.3.1.Distancia genéticas y rutas de migracién

En promedio las distancias genéticas obtenidas para las poblaciones de Rauli se
encuentran dentro de las reportadas para razas locales (D= 0.01-0.03) y subespecies
(D= 0.05) (Nei, 1987), Sin embargo, se apreciaron muchos valores inferiores a dichos
rangos lo cual permite sugerir que, a excepcion de las poblaciones de las Trancas y El
Colegual, la mayoria de las poblacionales actuales se habrian formado a partir de una
sola gran poblacion ubicada en la Cordillera de la Costa durante la tltima glaciacién. Por
lo tanto, las diferencias entre los 3 primeros grupos indicados en el dendrograma se
pueden haber producido por efecto de diferentes rutas de migracién postglaciacion,
Por otro lado, las poblaciones de Las Trancas y El Colegual , presentaron distancias
genéticas promedios (D= 0.034 y D= 0.036 respectivamente) superiores a los valores
indicados para razas locales, lo cual las hace muy diferentes.a las demas. Por lo tanto,
ellas pueden representar a relictos que quedaron a medida que avanzé la glaciacién.

En relacién a estos antecedentes cabe hacerse la pregunta ; Hace cuanto tiempo
divergieron las poblaciones de Rauli?. Para responder esta pregunta hay que recurrir a

referencias teoricas, las cuales pueden dar una aproximacion al problema, estas

consideran: D=2cat (Nei1987)
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donde , D = distancia genética.
O =tasa de sustitucion de codones por locus por afio que es detectable por
electroforesis, corresponderia aproximadamente a la tasa de mutacién.
t =tiempo en afios, '

En base a estas relaciones empiricas tenemos que, si consideramos una tasa de

" mutacion promedio pa;a los loci enzimaticos de 10 por locus por afio, el tiempo de
divergencia entre las poblaciones de los 3 primeros grupos del dendrograma fluctuaria
entre los 5000 a 12500 afios antes del presente, lo cual es coincidente con los procesos
de contraccion y expansion del taxon N. alpina/ N, obliqua ocurridos entre los 15600 a
3000 afios antes del presente (Villagran,1991,1996). Al hacer el mismo ejercicio' con las
poblaciones de Las Trancas y El Colegual tenemos que el tiempo de divergencia con
respecto a todas las demas poblaciones seria- alrededor de 17000'a 18000 afios antes del
presente sugiriendo que ambas poblaciones habrian qu;edado como relictos a medida que
las demés poblaciones de Rauli avanzaban hacia el norte. Tales resultados coincidirian
con los obtenidos por Villagran, (i991) quien sefiala que durante el méaximo glacial

(28.000 a 14.000 AP) Ia taxa N.oblicua/N.alpina encontraba representada por trazas en

la Region de los Lagos (X Regi6n).




S5.CONCLUSIONES

- Los niveles de variabilidad genética (P= 92.8%; A= 3.04; He= 28.2%) en las
poblaciones de Rauli fueron superiores a los promedios estimados para algunas especies
de la familia de las Fagaceas (P=56.8%; A=2.03; He= 19.5%) y para las especies

vegetales en conjunto (P=50.5%; A=1.96; He= 14.9%).

- Los elevados niveles de variabilidad genética observados para las poblaciones de Rauli

se basaron fundamentalmente en la presencia de alelos en baja frecuencia (<10%).

- Alrededor de un 95% de la vaﬁabilidad aloenzimatica detectada se distribuyé dentro

poblaciones de Rauli y una menor proporcion se distribuyé entre poblaciones (5%).

- Se apreci6 una generalizada deficiencia de heterocigotos (Fis=0.186), como

frecuentemente se reporta para especies alogamas.

- Las poblaciones de Rauli presentaron una moderada diferenciacion poblacional como se
desprende de los estadigrafos Fst (5.11%), Gst (6.4%) v distancias genéticas promedio
(D= 0.0215).

- El nivel de flujo génico estimado fue importante (Nm= 4.6 migrantes por generacién),
sin embargo, las suposiciones del método habitualmente utilizado para caleularlo son

irreales, por lo cual se estaria sobrestimando.
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- Los atributos biologicos del Rauli como distribucién geogrifica y sistema de
reproduccion permitieron predecir en términos generales la magnitud y distribucién de la

variabilidad aloenzimatica.

- La estructura genética de las poblaciones de Rauli se explicaria fundamentalmente por
el efecto combinado de sus atributos bioldgicos y factores evolutivos tales como: deriva
genética, flujo génico, seleccién y los procesos de contraccién y expansion de la

vegetacion durante tiltima glaciacion.

- Los elevados niveles de variabilidad genética, la presencia de una gran cantidad de
alelos en baja frecuencia, la moderada diferenciacion y las pequefias distancias genéticas
observadas en las poblaciones de Rauli permiten sugerir que, durante la ultima
glaciacién ellas no se mantuvieron en refugios fragmentados y aislados, si no se h;tbrian
mantenido como una gran poblacién. Las poblaciones de Las Trancas y El Colegual

serian la excepcion, pues mostraron ser muy diferentes a todas las demas.

- Las poblaciones de Las Trancas y El Colegual corresponderian a relictos que quedaron
resagados hace 17000-18000 afios antes del presente a medida que las demas
poblaciones se movian hacia el norte. Las trazas de polen identificadas por Villagran
(1991) en la X Region datadas para el perfodo maximo glacial, podrian corresponder a
ambas poblaciones. La divergencia genética de las otras poblaciones podria corresponder
al efecto de diferentes rutas de migracion postglaciacion (15000 a 3000 afios antes del

presente).
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ANEXOS




Anexo 1. Caracteristicas de las poblaciones muestradas-en la Region del Maule.

VII Region del Maule: En la region del Maule se tomaron muestras de 3 poblaciones
Curico, Agua Fria y Radal-7Tasas todas ellas cercanas a la Cordillera de los Andes.

a)Curico: Poblacion ubicada en el camino hacia el pueblo de Potrero grande a 17Km
de Romeral, exposicion Noroeste.

Renoval asociado a Coigiie (Nothofagus dombeyi), Roble (Nothofagus oblicua),
Canelo (Drimys winteri), Lingue (Persea lingue), Avellano (Gevuina avellana),
Radal (Lomatia hirsuta).

b)Agua Fria: Poblacion ubicada a 17.5Km. al este dejla bifurcacién con el camino a
Radal-7Tasa, exposicion Sur-Sur Este.

Renoval remanente rodeado por plantaciones de Pinus radiata propiedad de
Forestal Millahue). La vegetacion nativa predominante en el lugar estaba contituida
por Coigiie (Nothofagus dombeyi), Roble (Nothofagus oblicua), Lingue (Persea
lingue), Avellano (Gevuina avellana), Radal (Lomatia hirsuta),

c)Radal-7Tasas: Poblacion ubicada a la entrada al parque Radal-7Tasas, frente al
retén de carabineros, ladera Norte,

Bosque mixto constituido principalmente por Canelo (Drimys winteri), Roble
(Nothofagus oblicua), Coigiie (Nothofagus dombeyi), Arrayan (Luma apiculata),
Radal (L.omatia hirsuta), Avellano (Gevuina avellana).

Anexo 2. Caracteristicas de las poblaciones muestradas en la Region del Bio-Bio

VIII Regién del Bio-Bio: Se muestrearon 4 poblaciones cercanas a la Cordillera de
los Andes ( San Fabian A, San Fabian B, Recinto y Monte Ledn) y 2 poblaciones
fueron muestreadas en la Cordillera de la Costa (Chacay-Nahuel y Nahuelbuta).

a)San Fabian A: Poblacion ubicada a 22Km. al Este del retén de San Fabian de
Alico, exposicién Sur.

Renoval, la mayoria de tocon asociado principalmente con Canelo (Drimys winteri),
Roble (Nothofagus oblicua), Coigile (Nothofagus dombeyi), Avellano (Gevuina
avellana), Maqui ( Aristetelia chilensis), Laurel (Laurelia sempervirens), Sophora

sp.

b)San Fabian B: Poblacion ubicada 13Km. al Oeste del retén de San Fabian de.
Alico, camino a San Carlos, exposicion Sureste.

Renoval , la mayoria de tocon asociado principalmente Roble (Nothofagus oblicua),
Coigilie {Nothofagus dombeyi), Avellano (Gevuina avellana), Maqui ( Aristotelia
chilensis), Laurel (Laurelia sempervirens), Sophora sp.

c)Recinto: Poblacion ubicada en el camino a Chillan, aproximadamente a 4,5Km. del
pueblo de Recinto, exposicidon Sur-Sureste.

Renoval asociado principalmente a Roble (Nothofagus oblicua), Lingue (Persea
lingue) y Avellano (Gevuina avellana),




d)Monte Ledn: Poblacion ubicada a 37Km. al Este de Pemuco, exposicion Sureste.
Renoval remanente asociado a Avellano (Gevuina avellana), Laurel (Laurelia
sempervirens), Roble (Nothofagus oblicua), Lingue (Persea lingue).

e)Chacay-Nahuel: Bosque asociado principalmente a Roble (Nothofagus oblicua),
Boldo (Peumus boldo), Luma (Amomyrtus luma), Litre (Lithraea caustica),
Lingue (Persea lingue).

f)Nahuelbuta: Poblacidon ubicada aproximadamente a 1.5Km. hacia el Sureste de la
entrada al Parque Nacional Nahuelbuta, exposicion Sur.

Renoval de entre 15-20 afios asociado principalmente a Roble (Nothofagus oblicua),
Luma (Amomyrtus luma), Litre (Lithraea caustica).

Anexo 3. Caracteristicas de las poblaciones muestradas en la Regién de la Araucania.

IX Region de Ia Araucania: En la region de la Araucania se muestreé 1 poblacion
de la Cordillera de la Costa (Vega Blanca) y 6 poblaciones cercanas a la Cordillera de
los Andes (Malleco A, Malleco B, Selva Oscura, Curacautin, Malalcahuello,
Melipeuco).

a)Vega Blanca: Bosque asociado principalmente a Roble (Nothofagus eblicua),
Luma (Amomyrtus luma),Boldo (Peumus boldus), Litre (Lithraea caustica),
Canelo (Drimys winteri), .

b)Malteco B: Poblacion ubicada camino a Inspector Fernandez a 39 Km. hacia el
Este de la panamericana, exposicion Noroeste.

Renoval de aproximadamente 15-20 afios asociado principalmente a Roble
(Nothofagus oblicua), Coigiie (Nothofagus dombeyi), Lingue (Persea lingue),
Avellano (Gevuina avellana )y Notro (Embethrium coccineum).

¢)Malleco A: Poblacion ubicada camino a Inspector Fernandez a 53 Km. hacia el
Este de la panamericana, exposicion Noroeste.

Bosque grande asociado a Roble (Nothofagus oblicua), Coigiie (Nothofagus
dombeyi), Laurel (Laurelia sempervirens), Matico ( Budleja globosa)

d)Selva Oscura: Poblacion ubicada camino a Selva oscura, 16Km. hacia el sur del
camino Victoria-Curacautin, exposicion Sureste.

Renoval de 40-50 afios de edad asociado fundamentalmente con Roble (Nothofagus
oblicua), Olivillo (Aextoxicom punctatum) y Lingue (Persea lingue),.

e)Curacautin: Poblacién ubicada a 14Km. hacia el Este de la salida de Curacautin,
camino hacia el Volcan Lonquimay, exposicion Suroeste.

Renoval de 30-40 anfios de edad asociado a Roble (Nothofagus oblicua), Coigite
(Nothofagus dombeyi), Lingue (Persea lingue) , Quila (Chusquea guila) y Notiro
(Embothrium coccineum).




f)Malalcahuello: Poblacién ubicada camino a Curacautin-Lonquimay, 3 Km. hacia el
Este del camino que se dirige al Tunel las Raices, exposicion Sureste. Bosque
asociado principalmente a Coigiie (Nothofagus dombeyi )

g)Melipeuco: Poblacion ubicada camino a Icalma, 6Km, hacia el Este del puente
Tracura, exposicion WNoroeste. Bosque asociado prncipalmente a Coigiie
(Nothofagus dombeyi), Laurel (Laurelia sempervirens) y Notro (Embothrium
coccineum).

Anexo 4. Caracteristicas ‘delas poblaciones muestradas en la Region de los Lagos.

X Region de los Lagos: En la region de los Lagos se muestrearon 2 poblaciones de la
Cordillera de la Costa (Las Trancas, El Colegual} y 1 poblacién cercana a la
Cordiilera de los Andes (Neltume).

a)Las Trancas: Poblacion ubicada aproximadamente a 30Km. al Oeste de las Unidn,
exposicion, Predio de Forestal Valdivia. Renoval asociado a Roble (Nothofagus
oblicua), Coigiie (Nothofagus dombeyi), Lingue (Persea lingue), Canelo (Drimis
Winteri).

b)EI Colegual: Poblacion ubicada a 37Km, desde Purranque hacia la Costa,
especificamente se localiza frente a la escuela del Colegual, sector con lomajes suaves.
Renoval de diversas edades asociado a Roble (Nothofagus oblicua), Coigiie
(Nothofagus dembeyi), Lingue (Persea lingue), Canelo (Drimis Winteri), Arrayan
(Luma apiculata).




Anexo 5. Formulacion de los Buffer de cdmara y Buffer de gel para el sistema de gel
A: Constituido por las enzimas AAP, AAT, ACP y PGIL

ENZIMAS BUFFER DE GEL A |BUFFER DE CAMARA A
AAP:Alanina Tris citrato pH 8.3 Borato de litio pH 8.3
aminopeptidasa, +62.0g Trizma base +12.0g hidréxido de litio

AAT: Aspartato +14.6g acido citrico +118.9g 4cido borico
aminotransferasa, +10.0lt agua destitada | +10.01t agua destilada
ACP:Fosfatasa +Almacenar a +Almacenar a temperatura ambiente
acida, temperatura ambiente '

PGI:Fosfogluco

isomerasa

Anexo 6. Formulacién de los Buffer de camara y Buffer de gel para el sistema de gel
D: Constituido por las enzimas MDH, MNR y SKDH.

ENZIMAS BUFFERDE GELD |BUFFERDE CAMARA D

MDH:Deshidrogenasa | Morfolina citrato pH 6.1 | Morfolina citrato pH 6.1

malica, +15.4g acido citrico +15.4g acido citrico

MNR:Menadione +2.0lt-de agua destilada | +2.0lt de agua destilada

reductasa, +Disolver el acido citrico | +Disolver el acido citrico y

SKDH: Shikimato y citrato a pH 601 en citrato a pH 601 en 20ml N-(3-
| deshidrogenasa 20m! N-(3-aminopropil) | aminopropil) morfolina.

morfolina. Mantener el
buffer refrigerado a 4°C

Mantener el buffer refrigerado a
4°C,

Anexo 7. Formulacion de los Buffer de camara y Buffer de gel para el sistema de gel
H: Constituido por las enzimas PER, LAP, FEST

ENZIMAS BUFFER DE GEL H BUFFER DE CAMARA H
PERPeroxidasa Histidina pH 8.0 Citrato de Sodio

LAP:Leucina +1.05g/it D-L-histidina - |pH 8.0

aminopeptidasa HCl monohidrato. +103.0g Citrato de Sodioen 1 It
FEST:Esterasa Ajustar a pH 8,0 de agua destilada, Ajustar a pH
Fluorescente con NaOH 4N. Mantener | 8.0 con 4cido citrico 0.4M.

a temperatura ambiente.




Anexo 8. Formulacion de los Buffers de tincion.

FORMULACION

BUFFER pH
Buffer acetato ACP 4.0 | Acetato de sodio trihidrato 2.43g
Ac. acético glacial 4,70ml
" Clruro de magnesio 1.0M 5.00ml
Agua destilada 1.001t
Buffer aminopeptidasa 4.5 | Trizama base 12.10g
Anhidrido maleico 9.80g.
Hidréxido de sodio 1.60g
Apua destilada 1,00t
Buffer peroxidasa 5.6 | Ac. arsénico sal de sodio 5.74g
Ac. acético glacial 1.20ml
Agua destilada 1.00ml .
Buffer fosfato 0.2M 7.5 |Fosfato de sodio monobéasico  3.84g
Fosfato de sodio dibasico 23.86g |
Agua destilada .00t -
Buffer tris hidrocloridrico{8.0 |Trizma base 74.00g
1.0M * Trizma hidrocloridrico 61.40g
Agua destilada 1,001

*Diluir esa solucién a'las concentraciones especificadas en el protocolo de tincidn.

Anexo 9.Procedimiéntos de tincion para el sistema de gel A: Constituido por las
enzimas AAP, AAT, ACP y PGI

ENZIMAS BUFFER DE COMPONENTES DE | PROCEDIMIENTO
TINCION LA TINCION
ACP:Fosfatasa 80ml de buffer +100mg --naftil 4cido | Mezclar bien los.componentes
dcida Acetato ACP fosfato de 1a tincidén con el buffer.
+100mg.de Sal Fast | Desarrollar a temperatura
Garnet ambiente. '
Incluir el corte catodal.
PGI:Fosfogluco 75ml de buffer tris +25mgD-fructosa. 6 Adicionar los componentes a
isomerasa HCL 0.05M fosfato buffer tibio. Adicionar al gel e
pH 8.0 +1ml Selucion MgClz | incubar en oscuridad, k
: 1%
+1ml NADP
+1ml NBT
~+0,5ml PMS
+20u G6PDH




continuacion Anexo 9.

(0.5g/100ml agua
destilada)

+1,6ml solucion de
albimina de bovino
3.0% (3g/100ml agua
destilada)

+6.8ml dcido L-
aspartico 0.2M (
ajustar

apH 7.5 con 2N
KOH)

+2.0m! solucion de-
ketoglutarato
+120mg de Sal Fast
Blue BB disuelta en
8ml

de agua destilada,

AAP:Alanina 75ml de buffer +30mg L-alanina - adicionar los componentes al
aminopeptidasa aminopeptidasa naftilamida disuelta | buffer de tincion ¢ incubar el
en2ml de gel en oscuridad
dimetilsulféxido
+20mg de Sal Fast
Black K.
" | AAT:Aspartato 25ml de buffer +0.8ml de solucion | Combinar los primeros 4
aminotransferasa fosfato (0.2M) pH 7.5 | piridoxal 5-fosfato 5% | componentes con el buffer de

tincién y al-momento de teflir
adicionar Ia solucién de Fast
Blue BB 4 los componentes de
la solucién. Adicionar al gely
desarrollar a temperatura
ambiente. Incluir el corte
catodal.

Anexo 10. Procedimiento de tihcion para

el sistema de gel D: Constituido por las

enzimas MDH, MNR y SKDH. .
ENZIMAS BUFFER DE COMPONENTES DE LA PROCEDIMIENTO
TINCION TINCION
MDH:Deshidrgenasa 75ml de bufler tris | +5ml Solucidn de dcido malico | Adicionar los
malica HCL 0.05M (134.1g 4cido DL-malico, 80g componentes al buffer
pH 8.0 NaOH, 1.0t agua destilada, de tincidn e incubar el
ajustar a pH 7.0 con alrededor de | gel en oscuridad
18mi de NaOH 4N)
| +1m1 NAD
+1ml NBT 6 MTT
+0.5ml PMS
MNR:Menadione 75mi de buffer tris | +25mgNADH Adicionar los
reductasa HCL 0.05M +20mgMenadione componentes al buffer
pH 7.0 +1mINBT | de tincién e incubar €l
gel en oscuridad
SKDH: Shikimato 75ml de boffer tris | -+-100mg dcido shikimico Adicionar los
deshidrogenasa HCL 0.05M +1ml NADP componentes al buffer
pH 8.0 +1ml NBT de tincién e incubar el
+0.5ml PMS gel en oscuridad
+20u G6PDH




Anesxo 11. Procedimiento de tincion para el sistema de.gel H: Constituido por las

enzimas PER, LAP, FEST.
ENZIMAS BUFFER DE COMPONENTES DE LA PROCEDIMIENTO
TINCION TINCION
PER:Peroxidasa 75m] buffer +2 ml Solucion CaCLy 0.1M Adicionar los
peroxidasa +50mg de 3-amino9-etil carbazol |componentes al buffer
disuelto e 5 ml de N,N- justo antes de tefiir.
dimetilformamida Adicionar al gel y tefiir a
+1ml Hy O3 3% temperatura ambiente,
LAP:Leucina 75ml de buffer | +5ml solucién L-lencina - Adicionar los
aminopeptidasa aminopeptidasa | naftilamida 4% (400mg/100ml componentes al buffer
agua destilada) tibio ¢ incubar el gel a
+20mg Sal Black K temperatura ambiente
FEST:Esteras 5ml buffer +3ml de solucién 4- Adicionar solucién al
Fluorescente peroxidasa metilumbeliferil acetato (Img buffer y esparcir
disuelto en 1,5 ml acetona homogéneamente sobre el
gel. Observar las bandas
\ en el gel después de
Sminutos bajo Inz UV.




Anexo 12. Frecuencias alélicas de 10 loci enzimaticos en 18 poblaciones de Raul

(Nothofagus alpina Poepp. et Endl, (Oerst))

¢

Poblacidn
Locus cu AF RA NA N VB FB FA RE
MNR ‘
(N} 44 ag 38 20 38 43 41 35 37
1 .034 .026 .026 . 000 .184 .047 .012 .057 .014
.636 LT50 .513 . 600 .526 .686 .390 .414 .486
3 L114 .079 .184 .050 .039 .058 L1486 .129 .122
4 .216 .148 .263 .350 .250 .209 .451 .400 .378
5 . 000 . 000 L013 .000 .000 .000 . 000 .000 . 000
6 .000 .0o00 . 000 . 000 .000 . 000 . 000 .000 . 000
MDH
(N} 44, 38 37 20 38 43 32 34 48
1 . 045 .118 .081 . 050 .132 .081 .078 .029 L0713
2 .318 .408 .230 .375 .342 .384 .219 .147 .229
3 .625 .382 .581 .575 .421 .500 .594 .529 .583
4 .01 .092 .lo8 .G00 .105 . 035 .109 .294 .115
5 . 000 .000 . 000 . 000 .000 . 000 . 000 . 000 .000
PER2 .
{N) 24 41 46 20 38 43 39 35 47
1 .000 .021 . 000 .Q75 . 066 .140 .000 .000 . 000
2 .917 .649 L6563 .775 816 .616 .974  1.000 . 000
3 .083 . 330 315 .150 L3118 ,221 « 026 .000 .000
4 . 000 . 000 .022 .00D .000 .023 .000 .000 .000
PER3 .
(N} 24 48 48 20 38 13 41 35 48
1 . 000 .000 .031 .025 .000 L012 .00o . 000 .000
2 1.000 .979 .896 .975 . 961 .B860 .916 . 986 . 969
3 .000 .021 .052 .000 .000 .035 .024 .014 .031
4 .000 . 000 .021 .000 .039 .093 .000 .000 . 000
PER4
(M} 24 48 48 20 k¥ 43 a1 36 48
1 .000 . 000 . 000 .000 026 .000 L0112 . 000 . 000
2 1.000 .875 .89%6 *1.000 .961 .907 .927 .972 .979
3 .000 .104 .094 . 000 .013 .093 .024 .028 .021
4 .000 021 .010 .000 .000 .000 .037 .000 .000 |,
Anp
(N} 44 39 34 20 38 42 38 25 32
1 .068 .141 .059 . 050 L013 . 036 .092 .240 .188
2 . BG4 .718 .765 ., 925 .829 . 945 .553 . 460 .594
3 . 068 .026 .029 . 025 .158 .119 .355 .300 .219
4 . 000 .115 .147 . 000 .0o0 .000 .000 .C00 .000
GOT
(N} 44 8 13 20 38 43 35 26 26
1 .102 . 000 . 000 .075 .002 .081 .000 .019 . 000
2 .080 .125 .000 . 050 .000 .058 . 057 .096 .077
3 . 807 . 688 .923 .875 .908 .B60 .829 .808 .B46
4 .01t .188 L0717 .000 .000 .oco .014 .077 .077
SKDH ‘
[N} 44 28 19 20 32 41 21 25 28
1 091 .036 .026 .000 .078 .049 .Q00 .020 .018
2 .852 .9446 .974 .825 .859 .841 .786 . 900 .929
3 .023 .0l8 .000 .075 L0471 .085 .214 . 080 . 054
4 .034 .000 . 000 . 000 016 .024 .000 .000 .000
ACP
(N} 44 44 42 20 38 43 41 36 47
1 .034 .125 .060 . 050 .053 . 093 . 000 . 000 .085%
2 .943 .830 .881 . 950 . 947 B84 1.000 1.000 .830
3 .023 .045 .024 .000 000 .023 . 000 .000 1
4 . 000 . 000 .036 .000 . 000 . 000 .000 .000 .000
PGI
(K} 43 43 47 20 38 43 41 36 46
1 .047 . 000 . 000 .050 . 066 . 081 .073 .069 .033
2 .023 .058 .128 - L025 .053 L0710 .012 . 014 .022
3 .930 .919 . 851 .B75 .829 .791 . 902 .889 .BB0C
4 .G00 .023 .021 . 050 .053 .058 .012 .028 .065

CU=Curico;AF=Aqua Fria:RA=Radal—Tasas:NA=Nahuelbuta;CN=Chacay-Nahuel:VB=Vega

Blanca;FB=San Fabian B;FA=San Fabian A;RE=Recinto.




Continuacion del Anexo 12,

Poblacién
Locus ML MB MA 50 cu ™MH MP LT EC

MNR

{N) 39 49 43 36 44 42 47 39 40
1 .103 .021 . 035 . 000 .011 012 ,011 . 000 . 000
2 .538 .500 .523 . 653 .648 . 631 .585 .372 . 800
3 . 064 .021 .047 .014 .023 .024 032 .013 .150
4 .295 .458 . 384 L3109 .318 333 L3712 . 603 .050
5 .000 . 000 L012 .014 . 000 000 .000 . 000 .000
6 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000 000 .00 .013 . 000
MDH

M) 37 47 40 28 40 39 45 39 41
1 . 095 . 064 .087 .036 .100 .013 .122 .000 . 000
2 .243 .28 L200 .08¢9 .275 154 .144 .103 .098
3 .608 L606 .G88 .768 .512 .654 .644 LB72 . 902
4 .054 .043 .025 .107 .100 179 .089 .026 . 000
5 . 000 . 000 . 000 . 000 .013 .000 . 000 . 000 000
PER2

[N) 40 49 43 41 43 41 48 39 41
1 . 000 . 000 . 000 .134 .000 . 098 .03t . 000 .110
2 . 800 .91 . 965 .646 . 965 695 .854 .962 .854
3 . 200 .083 . 035 . 085 .035 L024 .042 .038 .037
4 ., 000 . 000 .000 L134 . 000 .183 .073 . 000 .00

PER3

(M) 50 48 43 39 44 52 48 39 41
1 . 000 .010 .000 -+ .000 .000 000 .021 .026 .049
2 .000 .979 . 988 .923 .977 . 952 .948 .923 .829
3 .000 .010 L012 . 051 .011 012 .031 . 0561 122
4 . 000 .000 . 000 .026 L011 036 ,000 . 000 .000

PER4

{H) 40 48 43 41 44 42 48 39 11
1 . 000 . 000 . 000 . 000 .01l oLz . 000 000 .000
2 .988 .885 .919 .B79 .920 B10 . 990 744  1.000
3 .013 ,073 .012 .073 .011 119 . 010 . 064 .000
| . 000 .042 .070 .049 057 060 .0060 .192 .000
AAP

(M) 30 45 41 34 44 42 44 3g 32
1 .183 .133 .2B0 .029 . 068 250 . 057 L0561 .109
2 . 533 .522 .549 .B97 .648 .643 .739 .756 .781
3 .283 .344 L171 .074 .284 .107 . 205 192 .109
4 . 000 . 000 . 000 . 000 .000 . 000 .000 .000 . 000
AAT

(N} 28 45 27 a0 41 27 38 32 41
1 . 000 011 .037 . 200 .012 037 .066 ,000 232
2 .018 .089 L074 . 000 L134 074 .132 .141 .110
3 .893 . 844 .870 .800 .841 852 .803 .B28 .659
4 .089 .056 .019 . 000 .12 037 ,000 .031 .000

SKDH

(M} 40 29 14 7 7 30 21 39 38
1 .025 L017 . 000 L0711 . 000 .033 . 000 . 000 .092
2 .962 . 914 .917 .929 .857 167 .667 .56 .895
¢ 3 .013 .069 .083 . 000 .143 133 .310 .19z .000
4 000 . 000 . 000 ,000 .000 067 ,024 .051 L013
ACP

(n) a0 40 43 41 44 42 49 39 41
1 L 000 LOuD .0ou .037 .045% .024 . 000 .013 .000
2 . 000 .917  1.000 . 963 .932 .976 1,000 .910  1.000
3 , 000 .063 .000 . 000 .023 . 000 . 000 . 038 . 000
4 . 000 L1021 . 000 . 000 .000 .000 . 000 .038 .000
PGI

(M} 40 48 43 38 44 42 45 38 41
1 . 050 .031 . 058 .092 .102 .071 L122 . 039 L000
2 . 000 . 00U .023 .053 .023 .048 .100 . 000 .012
3 .925 .938 .895 .829 . 830 .BB1 .767 .934 . 963
4 .025 .031 .023 .026 .045 . 000 L011 .026

3

e

.024

ML=Mofite Ledn:;MB=MAllec

MH=Malalcahuello;MP=Melipeuco;LT= Las Trancas;EC=El Colegual.

g B;MA=Malleco A;SO=Selva Oscura;CU=Curacautin;




Anexo 13 Resultados del analisis de significancia para los estadigrafos Fis,Fst y Fit segtin los métodos de Li y Harvitz, (1953) y
Workman y Neiswander, (1970). Se detallan los valores de Chi Cuadrado (X* ), Grados de Libertad (g.1) y Probabilidad (P).

MNR-I  MDH2  PER2 PER-3  PER-4 AAP-1  AAT- SKDH-  ACP- PGI- Promedio
Fis |0.177 0.274 0316 0.109 0024  0.139 0.198 0.134 0.201 0.099 018
2 (1110 207.2 216.7 2597 131 38.9 63.4 42.5 89.5 21.9
gl |15 10 6 6 6 6 6 6 6 6
P [0.0001%%  00001**  0.0001**  0001** 097ns  0001%  00001**  0001%  0.0001%*  0.002%*
Fit [0.216 0.308 0.391 0.133 0069 0199 0217 0.174 0.230 0.113 0.227
<2 |1659 260.9 330.8 38.9 10.5 78.5 76.2 71.6 118.0 28.0
gl |15 10 6 6 6 6 6 6 6 6
P 0¥ Ok 0%+ 0.001**  O.llns  O%* O+ Q** 0%+ 0.001%*
Fst  {0.048 0.046 0.109 0.027  0.046  0.068 0.024 0.046 0.037 0.015 0.051
2 |33 253.9 472.4 1196 2020 2717 771 217.7 165.8 64.0
gl |85 68 51 51 51 51 51 51 51 51
I Q¥* 0%+ 0.001%% Q%+ ¥+ 0.01%+ ¥+ O 0.Ins

ns = no significativo, **= Altamente significative (P<0.01).
1=X> = N F(k-1); gl.= k(k-1)/ 2
muumu =2 Nt Fst(k-1); g.1.= (k-1) (s-1) (Workman y Neiswander, 1970)

(Li y Harvitz (1953)

k= Numero de alelos; s= Nitmero de subpoblaciones; Nt= Numero tofal de individuos




Anexo 14. Matriz de coeficientes de distancia genética, bajo la diagonal: Distancia modificada de Rogers (Wright,1978), sobre la diagonal:
Distancia genética no sesgada de Nei (1978).

Poblaciones 1 2 3 B bl 6 4 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 b 0.019 0.015 0.001 0.006 0.01 0.023 0.028 0.012 0.014 0.018 0.014 0.013 0.008 0.017 0.015 0.033 0.017
2 0.141 SRERE 0.012 0.015 0.021 0.011 0.056 0.051 0.034 0.023 0.036 0.038 0.035 0.027 0.032 0.047 0.076 0.045
3 0.125 0.118 HREAE 0.008 0.013 0.01 0.033 0.037 0.022 0.014 0.026 0.025 0.016 0.025 0.022 0.032 0.045 0.038
4 0.07 0.137 0:109 +¥rx% 0.003 0.001 0.025 0.035 0.016 0.015 0.019 0.017 0.008 0.01 0.016 0.015 0.033 0.028
5 0.091 0.141  0O.116 0.086 Li g 0.005 0.021 0.027 0.016 0.012 0.019 0.02 0.019 0.008 0.022 0.018 0.044 0.04
6 0.112 0.112 0.106 0.088 0.09 S 0.039 0.049 0.03 0.021 0.03 0.031 0.012 0.017 0.02 0.023 0.054 0.033
7 0.144 0.21 0.166 0.154 0.138 0.178 pobieai 0.004 0.005 0.01 0.003 0.006 0.039 0.005 0.019 0.01 0.016 0.052
g 0.157 0.203 0.174 0.176 0.153 0.196 0.084 RS 0.003 0.01 0.007 0.006 0.043 0.01 0.02 0.022 0.032 0.051
9 0.112 0.169 0.14 0.13 0.123 0.158 0.089 0.08 TR 0.007 0.002 0.002 0.03 0.003 0.017 0.017 0.024 0.037
10 0.119 0.15 0.12 0.126 0.113 0.14 0.107 0.106 0.093 k% 0.003 0.004 0.025 0.007 0.015 0.021 0.035 0.035
11 0.13 0.173 0.149 0.138 0.131 0.158 0.075 0.093 0.07 0.076 A 0.002 0.031 0.003 0.017 0.019 0.018 0.044
12 0.116 0.182 0.149 0.132 0.135 0.164 0.09 0.092 0.073 0.08 0.072 R 0.025 0.005 0.009 0.014 0.018 0.031
13 0.12 0.175 0.128 0.112 0.135 0.119 0.181 0.189 0.161 0.152 0.164 0.151 TEEER 0.024 0.01 0.019 0.032 0.016
14 0.101 0.156 0.147 0.116 0.101 0.129 0.091 0.108 0.079 0.099 0.079 0.089 0.15 Rk 0.013 0.006 0.025 0.034
15 0.133 0.164 0.139 0.137 0.139 0.132 0.136 0.137 0.128 0.124 0.125 0.109 0.111 0.119 RS 0.012 0.025 0.03
16 0.122 0.191 0.161 0.128 0.128 0.14 0.108 0.142 0.127 0.139 0.129 0.119 0.137 0.093 0.11 R 0.021 0.033\]
17 0.166 0.238 0.187 0.17 0.187 0.202 0.125 0.165 0.144 0.171 0.129 0.13 0.166 0.149 0.149 0.137 b 0.052
18 0.125 0.197 0.181 0.161 0.183 0.17 0.205 0.204 0.176 0.172 0.189 0.164 0.129 0.171 0.164 0.169 0.204 RN
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