UCH-Fc
MAg-13
T By
C. 1

HISTORIA POBLACIONAL DE LAURELIOPSIS
PHILIPPTANA INFER¥DA A PARTIR DE
MICROSATELITES

Tesis

Entregada A La
Universidad De Chile
En Cumplimiento Parcial De Los Requisitos
Para Optar Al Grado De

Magister en Ciencias Biolégicas

Facultad De Ciencias
Por
Mauricio Bosshard Trajano de Lucena

Octubre, 2016

Director de Tesis Dr:
Felipe Hinojosa
Co-Directora de Tesis Dra:

Fernanda Pérez




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias
que la Tesis de Magister presentada por el candidato

MAURICIO BOSSHARD TRAJANO DE LUCENA

Ha sido aprobada por la comisién de Evaluacién de la tesis como
requisito para optar al grado de Magister en Qi

en el examen de Defensa Privada de Tesis re
Junio 2016.

Director de Tesis:
Dr. Felipe Hinojosa ... Lt gl

Co-Directora de Tesis

Dra. Fernanda Pérez
Comisién de Evaluacioén de la Tesis
Dr. Elie Poulin

Dra. Alejandra Gonzalez




Dedicado a la paciencia de mis tutores




Agradecimientos:

A mis tutores, Dr. Felipe Hinojosa y Dra. Fernanda Pérez. A mis revisores, Dr. Elie

Poulin y Dra. Alejandra Gonzélez.
A mi familia. A Lilian Necker. A Jirg y Marie Therese Hiberli.

A Giaconda Peralta y Ricardo Segovia.
A mis amigos y compafieros del lab.

Instituto de Ecologia y Biodiversidad IEB

IMEB P05-002, PFB-23
Proyecto FONDECYT No 1090339

i




G ]

INDICE DE MATERIAS

Lista de tablas . iv
Lista de figuras v
Lista de abreviaciones y nomenclatura vi
Resumen vii
Abstract viii
Introduccidn 1
Materiales y Métodos _ 14
2 Resultados 19
Discusion 32
Bibliografia 41
Apéndice 1 . 47
Apéndice 2 48

Apéndice 3 49

il




LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Sitios palinolégicos

Tabla 2. Localidades de muestreo

Tabla 3. Loci utilizados

Tabla 4. Indices de diversidad por l’ocalidad
Tabla 5. Indices de diversidad por locus

Tabla 6. Divergencia de frecuencias alélicas entre grupos

iv

10

14

16

20

20

25




~r

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Limite de la extencién de los hielos durante la Wiltima glaciacién 3
Figura 2. Morfologia de L. philippiana 8
Figura 3. Mapa de los sitios palinolégicos 10
Figura 4. Mapa con frecuencias de haplotipos cloroplastidiales 12
Figura 5. Logaritmo natural de 1a verosimilitud en funcién de K 22
Figura 6. Mapa con promedios de pertenencia a cada grupo por localidad 23

Figura 7. Probabilidad de pertenencia a cada grupo por individuo para 2 y 3 grupos

supuestos 24
Figura 8. Arbol Neighbor Joining de grupos STRUCTURE 25
Figura 9. Riqueza alélica en funcion de la latitud sur 26
Figura 10. Rango alélico en funcién de la latitud sur 27
Figura 11. Heterocigocidad esperada en funcién de la latitud sur 28

Figura 12. Gréfico de dispersién entre distanciashgenéticas con cpDNA y distancias
geografica entre pares de poblaciones. 29

Firgura 13. Grafico de dispersion entre distancias genéticas con microsatélites y
distancias geografica entre pares de poblaciones, 30

Figura 14. Gréfico de dispersion entre distancias genéticas con microsatélites y

distancias genéticas con cpDNA entre pares de poblaciones 31
Figura 15. Puente de tierra en Canal de Chacao 36
Figura 16. Mapa de altitud 37
Figura 17. Mapa de precipitaciones anuales 38



LISTA DE ABREVIACIONES Y NOMENCLATURA

DNA: 4cido desoxirribonucleico

cpDNA: DNA cloroplastidial

°S: grados de latitud sur

°C: grados Celcius

UMG: 1iltimo méximo glacial

mm/m: milimetros por mes

I Metros

km: kilémetros

m.s.m.I.: metros sobre el nivel del mar

T®: temperatura

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
equilibrio HW: equilibrio Hardy-Weinberg
K: niimero de grupos supuestos en STRUCTURE
N: nimero de alelos

Ho: heterocigocidad observada

He: heterocigocidad esperada

vi




RESUMEN

Las fluctuaciones climaticas del cuaternario afectaron los rangos de distribucion de
las especies. Esta historia se puede estudiar a través del patrdn genético
intraespecifico actual. En este trabajo se estudio el arbol siempreverde de los bosques
templados del conc sur de Sudamérica Laureliopsis philippiana. Se desarrollaron
microsatélites para esta especie para complementar un estudio con un marcador
cloroplastidial que ya habia sido realizado. Se encontraron mayores niveles de
diversidad con este marcador més variable. Se detectd el mismo quiebre genético que
con cpDNA, pero se resolvid la estructura genética de formna mas fina, encontrando
un quiebre adicional menos marcado. Se describe un patrén de disminucién de la

diversidad hacia mayores latitudes.
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ABSTRACT

Quaternary climatic fluctuations affected species' distribution ranges. This history
can be studied from current intraspecific genetic patterns. In this study Laureliopsis
philippiana, an evergreen tree from southern Southamerica's temperate forests, was
studied. Microsatellites where developed for this species to complement a previous
study with a plastid marker. Higher levels of diversity where found for this more
variable marker. The same genetic break that had already been detected with cpDNA
was found, but the genetic structure was resolved to finer resolution and a second,
less pronounced break was detected. A pattern of loss of diversity towards higher

latitudes was described.
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INTRODUCCION

Actualmente nos encontramos en un periodo interglacial, es decir, un periodo de
condiciones climaticas relativamente calidas. Sin embargo la Tierra estuvo glaciada
el 80% del tiempo durante el Pleistoceno (Rull 2009). Desde hace 0.9 millones de
afios las glaciaciones han seguido ciclos de 100 mil afios (kyr) vy se han hecho cada
vez mas severas (Hewitt 2000). EI desplazamiento de las bandas climaticas producto
del descenso de las temperaturas globales y la expansién de mantos de hielo
continentales caus$ contracciones y expansiones de los rangos de distribucién de las
especies (Webb & Bartlein 1992, Hewitt 2000, 2004), lo que estd bien documentado
en el registro fésil, especialmente palinoldgico. El drea donde persiste una especie
durante su mdaxima contraccién de rango se le ha denominado “refugio” (e.g.
Holderegger & Thiel Egenter 2009, Stewart y col. 2010). Las especies adaptadas a
climas templados se contraen hacia refugios glaciales a menores latitudes y altitudes
durante las glaciaciones, mientras que las especies frio tolerantes se contraen hacia
refugios interglaciales a mayores latitudes y menores altitudes durante los
interglaciales (Stewart y col., 2010). Ademas de estos refugios, bien documentados
en el registro f4sil, existen los llamados refugios cripticos (Stewart & Lister, 2001)
que serian areas microclimaticamente favorables, en general pequefias, donde

habrian persistido algunas especies en latitudes en que no se esperarian condiciones

adecuadas para la persistencia de una poblacion.
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Los bosques templados del sur de Sudamérica se desarollan principalmente en Chile,
desde los 38°S, bajo las abundantes precipitaciones causadas por la influencia de los
vientos del oeste y el efecto orografico de la Cordillera de los Andes. Se trata de
bosques siempreverdes caracterizados por su altos niveles de endemismo, su

aislamiento y su origen mixto, con elementos neotropicales y australasianos

- (Villagran & Hinojosa 1997). Estos bosques fueron severamente afectados por los

ciclos glaciales, debido a los cambios en el clima y la reduccién areal de
aproximadamente dos tercios de su superficie actual, debido al avance de Ios
glaciares (Villagrdn & Hinojosa 1997). Se han estimado temperaturas de entre 6° y
8°C menores que en la actualidad para el Ultimo Maximo Glacial {(UMG, 29,400 a
14,550 afios radiocarb6nicos AP) en latitudes medias del hemisferio sur (40°35'-
42°25'S, Denton y col. 1999). Los vientos del oeste (westerlies) se habrian
desplazado hacia el norte, por sobre los 41°S durante el UMG, causando mayores
precipitaciones en la Regién de los Lagos (Moreno y col. 1995). A través de modelos
numeérico se ha postulado un aumento de entre 0.2 y 1 milfmetros por mes (mm/m)
mayores que en la actualidad para gran parte de Chile durante los meses més
lluviosos (Kaplan y col. 2008, Rojas y col. 2009). En la regién de los lagos el limite
de las nieves se habria ubicado 1000 m por debajo de su ubicacién actual (Denton y
col. 1999). Por la acumulacién de hielos en los continentes el nivel del mar habria
descendido en 120 metros (Rohling y col. 1998), por lo que se habria formado un
puente de tierra entre Isla Grande de Chiloé y el continente (Moreno y col. 1994).
Una reconstruccién de la extensién de los hielos (Hollin & Schilling 1981), a partir

de evidencia geoldgica como motrenas glaciales, se puede ver en la figura 1.
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Figura 1. Limite de la extencidn de los hielos durante la ultima glaciacién. Tomada de Hollin &
Schilling (1981).

Las respuestas de la vegetacion a las condiciones glaciales se pueden estudiar a
través de evidencias fosiles, fitogeograficas y genéticas. Para el caso de Chile se ha
sugerido a partir de evidencia palinoldgica que las especies de los bosques templados
del sur de Sudameérica habrian sobrevivido al UMG contrayéndose hacia el notte,
hacia refugios ubicados en 4reas no glaciadas entre los 36 y 42°S. Los elementos mas
termofilos habrian ocupado los escalones medios y bajos de la Cotdillera de la Costa,

mientras que los elementos mas frio-tolerantes habrian ocupado la depresién

.




intermedia (Villagran 1991, 2001, Markgraf y col. 1995, Villagran & Armesto

2005).

Entre 50 y 70% de las epecies de la flora de bosques se concentra entre los 36° y 40°
S., incluyendo especies de estrecho range distribucional, especialmente en la
Cordillera de la Costa. Este patron fitogeografico ha sido interpretado como
consecuencia del rol de refugio de esta zona durante las glaciaciones del Pleistoceno
(Villagran & Hinojosa 1997, Villagran 2001). Un patrdn similar de concentracion de
riqueza de especies entre los 33 y 43°S también se ha encontrado en mamiferas y
mariposas, atribuido a factores tanto ecoldgicos como histéricos (Samaniego &

Marquet 2009).

El patrén genético intraespecifico puede ayudar a dilucidar la historia poblacional de
las especies (Hewitt 2000). Durante la colonizacién de un hébitat no ocupado por la
especie, se poducen “efectos fundadores” que reducen la diversidad genética de la
poblacién (Ibrahim y col 1996, Bialozyt y col. 2006, Bernatchez & Wilson 1998),
efecto que persiste por cientas o miles de generaciones. Por otro lado, el aislamiento

produce diferenciacion poblacional (Avise y col. 1987).

Para los bosques del sur de Sudamérica, en especies terméfilas ‘el patrén general es
de mayor diversidad en las poblaciones costeras y de menores latitudes (Niifiez-Avila
& Armesto 2006, Montenegro 2011, Segovia y col. 2012). Cabe destacar que estg es
un patrén general y que, sin embargo, cambios climaticos asociados al Holoceno

también pueden incidir en los patrones de distribucién de la diversidad en plantas.




Por ejemplo, en Eurcryphia las poblaciones de mayor diversidad genética en el
cloroplasto han sido las de la parte media de su rango latitudinal con disminucién
hacia sus extremos sur y norte. De acuerdo a Segovia y col. (2012) el patron de
disminucién de la diversidad hacia el norte se explica por una contraccién (y
sucesivo cuello de botella genético) producto de condiciones més aridas en el
Holoceno medio y tardio. Par otro lado para especies més frio tolerantes se ha
propuesto persistencia de poblaciones en la Cordillera de los Andes o a altas
latitudes, dentro de lo que habrfan sido los limites de los hielos para, por ejemplo,
Nothofagus alpina, Fitzroya cupressoides, Pilgerodendron uviferum y Embothrium
coccineum (Marchelli & Gallo 2006, Premoli y col. 2000, Premoli y col. 2002, Souto
& Premoli 2007). Cabe destacar entonces que las respuestas de las especies de flora
al clima pueden ser variadas, las especies mds terméfilas contayendose mas durante
las fases frias, mientras que las especies més criéfilas persisten en un &rea mucho
més grande, incluso pudiendo expandir su rango por poder migrar a menores
altitudes. Se puede incluso decir que las especies frio tolerantes no tuvieron refugios
glaciales, sino que actualmente se encuentran en una situacién de refugio, muchas
veces confinadas a latitudes altas y las cumbres de las montafias (Stewart y col.
2010). La mayoria de los estudios en especies terméfilas han sido‘ sélo con
marcadores cloroplastidiales, por lo que puede ser interesante hacer mas estudios con

otros tipos de marcadores.

En plantas los distintos genomas (nuclear, cloroplastidial y mitocondrial) tienen
modos de herencia distintos. En angiospermas el genoma cloroplastidial y

mitocondrial en general es de herencia materna (por semilla) y el genoma nuclear es




de herencia biparentat (semilla y polen). El grado de estructuracién encontrado en las
poblaciones de una especie varia con el modo de herencia del marcador usado. Al
comparar marcadores de herencia matema y biparental en plantas, se encuentra que
el grado de estructuracién en ambos marcadores es independiente (Petit y col. 2005).
Esto se debe a posibles diferencias en la vagilidad (capacidad de dispersién) del
grano de polen y de la semilla (Schaal 1998). Ademés hay que considerar que existe
una diferencia entre el tamafio poblacional efectivo de los distintos genomas. El
genoma nuclear tiene un tamafio poblacional efectivo del doble que el genoma
haploide de un organelo si la especie es diploide y la diferencia es incluso mayor
para una especie multiploide. La deriva génica es més fuerte sobre una poblacin
més pequefia, lo que tiene por consecuencia que se registren mayores niveles de
diferenciacién poblacional en los genomas haploides de los organelos (Hare 2001,

Schaal 1998, Birky y col. 1989).

A pesar del patrén general propuesto por Petit y col. (2005), se ha descrito
estructuracién concordante entre marcadores de distintos genomas. Por ejemplo,
Ikeda y col. (2008) encontraron que en la hierba alpina Cardamine nipponica un
marcador cloroplastidial y varios nucleares mostraron el mismo patrén filogeografico
general, atnque la resolucién de los marcadores nucleares fue mayor, por lo que se

detectd una estructura genética mds fina con estos.

Laureliopsis philippiana (tepa, figuwra 2) es un arbol de la familia de las
Atherospermataceae, la que es de distribucién austral-antértica. Se asocia al bosque

valdiviano y nordpatagénico (Veblen & Schlegel 1982), por lo que puede




considerarse una especie intermedia en términos de tolerancia al frio comparada con
otras especies del bosque templado. Se trata de una especie arborea de hoja perenne
que alcanza més de 1 m de didmetro del tronco y mds de 30 m de altura (Donoso y
col. 2006). Es una especie andromonoica donde las flores hermafroditas y masculinas
se encuentran en la misma infloresencia. La filogenia molecular indica que su
especie hermana es Laurelia novae-zelandige (Remner y col. 2000). L. novae-
zelandige estéd descrita como entomofilica (Sampson, 1969) y las flores de L.
philippiana también presentan caracteristicas de este sindrome de polinizacién, por
lo que es razonable pensar que esta especie también es ento‘mofﬂica. Las semillas son
de aproximadamente 1 cm de largo, alargadas, livianas (del orden de miligramos) y
muy pilosas, por lo que serfan dispersados por viento y posiblemente a grandes
distancias. Su distribucién geografica es principalmente en Chile, entre los 37° 30' S
y los 47° 30' S con algunas poblaciones en Argentina (Donoso y col. 2006) y una
poblacién aislada a los 35° 29” S en la costa, aproximadamente a 240 km del limite
norte de su distribucién principal (Sepilveda y Troncoso 2004). Es una especie
adaptada a la humedad, hacia su limite de distribucidon norte se encuentra en
quebradas y cerca de cursos de agua. El limite sur y altitudinal estarfa determinado
por bajas temperaturas. Es una de las especies dominantes en algunos tipos de
bosque {ej. bosques de Coigiie-Rauli-Tepa en los Andes, Donoso y col. 2006). Se ha
descrito reproduccién vegetativa por brotes desde las raices, la que puede ser mas
importante que la regeneracién por semilla cuando se abren claros en el bosque
(Mufioz & Gonzélez 2009). La especie mds cercana a L. philippiana que habita en
Chile es Laurelia sempervirens. Esta especie se disaibuye entre los 34°40'S hasta los

41°30'S. En el rango latitudinal en que existen las dos especies L. sempervirens se




encuentra a menor altitud, aunque ambas especies se traslapan en fajas altiudinales

estrechas (Donoso y col. 2006).

Figura 2. Morfologfa de L. philippiana. a) drbol, b) tronco, ¢) hojas, d) flores, €) frutos, ) semilla. d }
y €) tomadas de Donoso y col. 2006, {) tomada de Martinez-Laborde 1983,

El registro palinolégico de L. philippiana no es muy abundante y en los sitios en que
aparece lo hace a baja frecuencia (<10% del polen total}. No se puede distinguir entre
el grano de Laurelia sempervirens y L. philippiana. En la tabla 1 y figura 3 se

muestran los sitios palinolégicos en los que se ha registrado Laurelia/Laureliopsis.

Aungue no se pueda distinguir entre el polen de Laurelia y Laureliopsis, es probable
que las presencias més tempranas en los registros polinicos correspondan a L.
philippiana y no a L. sempervirens, porque la primera es mucho més frio tolerante

que la segunda. Las especies polinicas que irecuentemente acompafan a




Laurelia/Laureliopsis son Nothofagus tipo dombeyi, Drymis, Lomatia, Myrtaceae,
Fitzroya/Pilgerodendron, Embothrium e Hydrangea serratifolia (ver Heusser 1984,
Heusser 1976, Vargas-Ramirez y col. 2008, Morena y col. 1989, Heusser y col. 1999,
Heusser 1966, Abarziia y col. 2004, Villagrén 1988). Otras especies incluyen
Weinmannia trichosperma (Heusser 1984, Abarzia y col. 2004, Villagrdn 1988) ,
Eucryphia/Caldcluvia (Vargas-Ramirez y col. 2008, Heusser 1966, Abarzia y col.
2004, Villagran 1988), Nothofagus tipo obliqua (Heusser 1984, Vargas-Ramirez y
col. 2008, Heusser y col. 1999), Saxegothea conspicua (Heusser 1966, Abarzia y
col. 2004, Villagran 1988) y Aextoxicon punctatum (Heusser 1984, Vargas-Ramirez y
col. 2008, Abarziia y col. 2004). La primera aparicién de Laurelia/Laureliopsis en la
mayoria de los sitios corresponde al tardiglacial (~ 14000-7000 afios calendario antes
del presente), excepto en Rio Ignao donde Laurelia/Laureliopsis aparece y
desaparece durante un interstadio temprano de la 1ltima glaciacién (Heusser 1976).
Estos datos son consistentes con una recolonizacién de estas partes de su hébitat por
L. philippiana durante el tardiglacial. Sin embargo, hay que tener en cuenta las
limitaciones del registro polinico para este caso en particular: i) los sitios
palinolégicos estdn asociados a lagos y lagunas, por lo que se encuentran
concentrados en la Regién de Los Lagos (figura 3) y ii) dado que L. philippiana es
polinizada por insectos y, por lo tanto, produce relativamente poco pélen el cual
ademas es de baja vagilidad (en comparacion a una especie polinizada por viento), la
presencia de polen indica presencia de la especie cerca del sitio, pero la ausencia no

indica necesariamente una ausencia de la especie.




Sitio Latitud Llongitud m.s.n.m. Edad (14CyrB.P) Fuente Bibliografica

"Rucanancu -39.55 -72.30 290 10000-10400 Heusser 1984

Rio Ignao -40.30 -72.62 200 >56000 Heusser 1976

Lago Puyehue -40.67 -72.47 185 13410* vargas-Ramirez y col. 2008
Los Mallines -40.77 -72.28 730 3500*% Vargas-Ramirez y col. 2008
Canal la Puntilla -40.95 -72.91 120 19000 Moreno et al. 1999

Alerce -41.39 -72.88 130 13073 Heusser y col. 1999
Calbuco -41.46 -73.00 100 9000-10000 Heusser 1966

Fundo Santa Elena -41.50 -73.10 110 13870 Heusser y col. 1999

La Campana -41.63 -73.19 100 11672 Heusser y col. 1999

Mayol -42.64 -73.76 75 12505 Heusser y cal. 1998
Laguna Tahui -42.83 -73.50 70 13500* Abarzia y col. 2004
Laguna Soledad -43.17 -73.88 250 8130-10160 Villagran 1988

Tabla 1. Sitios palinolégicos con coordenadas, edad a la que aparece Laurelia/Laureliopsis en anos
radiocarbénicos y fuente bibliografica. Los asteriscos indican las edades que corresponden a la base
de la secuencia sedimentaria publicada por los autores.

- 40°s

41°S8

- 42°S

- 435

C:‘&:. - § 2 4

Figura 3. Mapa de los sitios palinolégicos con occurrencia de Laurelia/Laureliopsis. Los sitios de
norte a sur son Ru: Rucafiancu, RI: Rio Ignao, LP: Lago Puyehue, LM: Los Mallines, CP: Canal la
Puntilla, Al: Alerce, Ca: Calbuco, SE: Fundo Santa Elena, LC: La Campana, Ma: Mayol, LT: Laguna

Tahui, LS: Laguna Soledad.

En un trabajo previo se utilizaron secuencias de la region trnL-trnk del genoma
cloroplastidial (Taberlet y col. 1991) para investigar la historia poblacional de L.

philippiana (Bosshard 2011 y datos no publicados, apéndices 2 y 3). Se encontrd
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poca diversidad con sélo dos haplotipos dominantes (v un tercero de muy baja
frecuencia), los que son muy cercanos entre ellos, pero una fuertisima estructuracién
poblacional, con un quiebre que explica mas de un 87% de la varianza genética. Las
poblaciones de la parte norte en la Cordillera de la Costa (Cordillera de Nahuelbuta)
estdn completamente diferenciadas de las poblaciones mas al sur de los. 40°S con la
excepcion de unas pocas poblaciones en los Andes en las que hay un gradiente de
frecuencias desde un haplotipo al otro. Se interpretd este patrén como evidencia de
que la recolonizacién de Laureliopsis ocurrio desde por lo menos dos refugios
localizados en la Cordillera de la Costa, uno en Nahuelbuta y otro mas al sur
posiblemente en Cordillera Pelada. Los frentes de colonizacién de esos dos refugios
se habfan encontrado y formado una zona de sutura en la Cordillera de los Andes, lo
que explicaria el gradiente entre un haplotipo y el otro, mientras que el sur de su
rango actual habria sido colonizado por el refugio sur. Sin embargo, dado los bajos
niveles de diferenciacién entre los dos zonas queda la pregunta de si existe mds
estructuracién poblacional que no fue detectada por los bajos niveles de variabilidad
del marcador utilizado. Las frecuencias de los haplotipos se ven graficadas sobre un

mapa en la figura 4.
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Figura 4. Frecuencias de haplotipos cloroplastidiales en distintas localidade
del rango de L. philippiana (Bosshard 2011 y datos no publicados).

s de muestreo a lo largo

Objetivo General
Estudiar la historia poblacional de L. philippiana y sus respuestas ante las

perturbaciones climaticas del Pleistoceno.

Objetivo Especifico

Desarrollar y utilizar marcadores microsatelitales para L. philippiana, para

complementar los datos cloroplastidiales utilizados anteriormente y poder resolver

12




con mayor precisién la estructuracion genética de la especie.

Hipétesis & Predicciones

La especie L. philippiana habria sobrevivido las glaciaciones en zonas costera al
norte de la linea de los hielos, entre los 37.5 y 42° S, fuera de la influencia glacial, en
grupos aislados de Nahuelbuta y Pelada y posiblemente también en el nor-oeste de
Isla Grande de Chiloé. Se espera que la diversidad genética disminuya hacia el sur y
que haya diferenciacién genética entre Nahuelbuta y Pelada; y entre las poblaciones

de Pelada y Chiloé.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se utilizaron muestras de material foliar de 17 localidades (tabla 2) donde
Laureliopsis philippiana ocurre naturalmente, cubriendo su rango de distribucion
latitudinal en Chile. En cada localidad se tomaron muestras de hojas de individuos
separados por lo menos 50 metros entre ellos (con el fin de evitar muestrear el mismo
individuo dos veces dado que la reproduccién vegetativa estd descrita para la especie

(Donoso y col 2006). Las muestras fueron secadas y conservadas en silica gel.

Localidad Indiuviduos Latatitud Sur Longitud Oeste

Nahuelbuta 14 3794 73.13
Las Nochas 10 3854 73.34
Rucamanque 10 38.66 72.61
Pto. Fuy 10 39.88 7191
Caunahue B 40.09 72,10
Puyehue 10 40.74 72.30
Pelada i6 40.20 7349
Liucura 10 40.61 73.55
Bahia Mansa 10 40.62 73.75
Lolcura i0 41.56 73.58
Manao 8 41.84 73.56
Chiloé Sur 12 4295 73.65
Purnalin 9 4257 72.59
Palena 10 43,88 7292
Queulat 10 4455 72.48
Aikén 10 45.44 72.69
Exploradores 8 46.48 73.17

Tabla 2. Niimero de individuos muestreados y coordenadas geogréficas por localidad.

Extraceién de DNA

Material foliar fue molido utilizando un Tissue Lyser {Quiagen). Con el tejido molido
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se hicieron extracciones de DNA, con el kit de extraccién DNEasy Plant Mini Kit
(Quiagen). Se control6 la calidad de las extracciones con un espectrofotdmetro

Nanodrop.

Desarollo de marcadores microsatelitales

Se utilizé una muestra de DNA con un alto grado de pureza de un sélo individuo para
el desarrollo de microsatélites, la cual fue obtenida con un protocolo CTAB
modificado (Doyle y Doyle, 1987). La integridad de las hebras fue chequeada por
electroforesis en gel. Se entregé la muestra a OMICS Solutions (Santiago, Chile)
para una secuenciacion masiva en un sistema Roche GS Junior 454, que arrojé 58833
jecturas. Se utilizé QDD 2.1 (Meglécz y col. 2010) para buscar microsatélites en las
secuencias y disefiar partidores para amplificarlos. De los 871 microsatélites
detectados se hizo una seleccién de veinte, tomando como principal criterio el
ntimero de repeticiones dado que los microsatélites mas largos tienden a ser mds
variables. Por cada par de partidores a uno se le agregd la cola M13 (5’
CACGACGTTGTAAAACGAC 3’} en el extremo 5. A la reaccion de PCR se
agregé como tercer partidor la cola M13 marcada con fluorescencia para el
subsiguiente andlisis de fragmentos. La determinacion del largo de los fragmentos se
realizé en el servicio de secuenciacién de la Pontificia Universidad Catélica de Chile
(Santiago, Chile). Se seleccionaron cuatro pares de partidores que arrojan peaks

lejibles y cuyos microsatélites mostraron polimorfismo (tabla 3).
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Locus Mctivo Tamafio Partidor izquierdo Partidor derecho Taniz. T an der
1 AG 719 GCACATAACTCTAAGTTAACCTGCCT CCTGACTTGCACCTCACTCIC 60.447 60,041

2 AG 735 TGCCCTGTTACACATGATGC CAAGTGGTCGGAGGAGAACA 60543 61246
3 AG 261 GCCAATGTTGATTGCTCCTC CGATCTACCATGGCCTTGAA 60.613  -60.992
4 AAG 20 TGCACTCGAAATGAAATCCA CAATAGCATITCTCGTCCCG 60197  60.597

Tabla 3. Loci utilizados. Se indica motivo del repetido, tamafio de referencia (sin cola M13),
secuencias y temperatuwra de anillamiento de los partidores. La cola M13 se agregd el partidor
izquierdo en todos los casos.

Alelos nulos y equilibrio Hardy-Weinberg

Se puso a prueba si los marcadores microsatelitales presentan errores de
genotipificacién (por ejemplo, por alelos nulos) utilizando Micro-Checker (van
OQosterhout y col. 2004). Se determind si las poblaciones se desvian del equilibrio de
Hardy-Weinberg en Genepap 4.3 (Rousset 2008). De las 68 combinaciones
poblacién-marcador sélo 2 (Rucarmanque-locusl y Pumalin-locus3} presentaron
exceso de homocigotos. Dado el ntimere de combinaciones se considera que esto no
es inesperado y simplemente forma parte del ruido estadistico méas que un problema
sistematico. De forma similar sélo 2 combinaciones (Nahuelbuta-locus4 y Pumalin-
locus3) se desviaron del equilibrio Hardy-Weinberg, segin el andlisis de Genepop.
No hay problemas sistemdticos de alelos nulos o desviaciones del equilibrio HW en

los marcadores seleccionados.

Andlisis de Datos
Se determinaron los tamafios de los fragmentos amplificados en el programa Peak

Scanner 1.0 (Applied Biosystems).

Se calcularon indices de diversidad: mimero de alelos, heterocigocidad observada,

heterocigocidad esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg y rango alélico
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utilizando Arlequin 3.5 (Excoffier and Lischer 2010).

Se utiliz el algoritmo de inferencia bayesiana implementado en STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard y col. 2000) para encontrar la forma de la que mejor se agrupan los
individuos de L. philippina. Se utilizaron cuatro sets de parametros: con frecuencias
alélicas independientes o carrelacionadas (Falush y col, 2003a) y con o sin usar la
informacién geogrifica para fijar las distribuciones previas (opcion LOCPRIOR,
Hubisz y col. 2009). Para todos se utilizé el modelo de mezcla (admixture). Se
corzieron 100000 iteraciones del algoritmo, con un periodo de “burn in” de 20000
iteraciones descartadas. Se evaluaron valores de K (mimero de grupos) de 1 a 10, con
30 réplicas cada uno, tomando como mejor modelo de cada set de parametros, €l
donde la curva de los logaritmos de la verosimilitud se aplana. Con la divergencia de
frecuencia alélica (distancia neta, D, entregada por STRUCTURE)} entre grupos se
construyé un arbol Neighbor Joining entre los grupos (e.g. Falush y col. 2003b)
utilizando el paquete APE (Paradis y col. 2004) para R. Para graficar se utilizo

Distruct 1.1 (Rosenberg 2004).

Se hicieron regresiones lineales de diversidad genética (mimero de alelos, rango
alélico y heterocigocidad esperada) en funcién de la latitud, longitud y altura de los
sitios de muestreo, lo que se hizo en R 3.0.2 (R Core Team 2013). Dado que lo que
interesa es el patrdn general para la especie, mds que el de cada locus individual, se
utilizé el promedio entre los loci. Para corregir por el efecto de tamafios de muestras
desiguales se utilizé una estrategia de remuestreo (e.g. Leberg 2002). Se calculé la

diversidad para 100000 muestras de ocho alelos y se tomd el promedio. Lo anterior
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se realizé en un script escrito ad hoc para este andlisis (apéndice 1) en el programa R

version 3.0.2 (R Core Team 2013).

Se realizé un test de Mantel para determinar la correlacién entre las distancias
geogréficas y genéticas (indices de diferenciacién) entre pares de poblaciones. Para
esto se uso el paquete ade4 (Dray & Dufour 2007) en el programa R. También se
determin la correlacién a través de un test de Mantel entre indices de diferenciacién
calculados a partir de secuencias de cpDNA (Bosshard 2011 y datos no publicados,
apéndices 2 y 3) y los marcadores microsatelitales y entre distancias con cpDNA y
distancias geograficas. Como indice de diferenciaci6n se utilizaron Fst calculados en
Arlequin. Para obtener las distancias geograficas se utilizé Geographic Distance
Matrix Generator 1.2.3 (Ersts 2006). Se utilizaron 10000 permutaciones para el test

de Mantel.
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RESULTADOS

En la muestra total de 175 individuos de 17 localidades (tabla 4), los cuatro loci con
los que se obtuvieron peaks utilizables fueron polimérficos, mostrando entre 17, 12,
18 y 12 alelos (tabla 5). La riqueza promedio entre localidades oscilé entre 5.41 y
7.53 (tabla 5), mientras que la riqueza promedio entre loci por localidades oscilé
entre 5.25 y 7.25 (tabla 4). El rango alélico de los loci oscilé entre 12 y 26
repeticiones, con promedios por locus de los sitios de muestreo entre 7.47 y 17.06
(tabla 5) y promedios por sitio entre los loci entre 8.50 y 13.75 (tabla 4). Los valores
de heterocigocidad observada y esperada bajo Hardy-Weinberg no muestran grandes
discrepancias. La heterocigocidad observada y esperada promedio de los loci oscild
de 0.66 a 0.86 y de 0.73 a 0.83, respectivamente (tabla 5). La heterocigocidad
observada y esperada total de los loci oscilé de 0.67 a 0.85 y de 0.80 a 0.90,
respectivamente (tabla 5). La heterocigocidad observada para las localidades de
muestreo estuvo entre 0.65 y 0.82 (tabla 4), mientras que la esperada estuvo entre

0.65 y 0.86 (tabla 4).
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Cédigo N Riqueza Rango Ho He

Nahuelbuta 1 25.25 6.75 1375 0.75 0.77
Las Nochas 2 1950 7.25 11.00 0768 0.79
Rucamanque 3 1950 6.25 1025 0.74 081
Pto. Fuy 4 15.75 6.25 1150 0.82 0.84
Caunahue 5 1450 6.50 10,75 0.81 084
Puyehue 6 1950 625 11.75 0.71 0.74
Pelada 7 27.50 7.00 11.75 0.77 081
Liucura 8 1900 650 1250 0.79 082
Bahia Mansa 9 18.00 575 875 074 070
Lolcura 10 19506 7.25 850 0.79 0.86
Manao 11 16.00 6.25 1125 081 0.82
Chiloé Sur 12 22,00 6.50 1125 0.82 0.78
Pumalin 13 1650 5.50 9.25 0.65 0.77
Palena 14 18.75 5.25 975 0.75 080
Queulat 15 18.00 6.50 10.75 0.68 072
Aikén 16 19,50 575 1025 0.82 0381
Exploradores 17 1550 525 11.00 071 065
Promedio 1913 6.28 1082 0.76 0.79
Desviacién

estandar 3.36 0.62 132 005 0.05
Total 32525 1475 2050 0.76 0.84

Tabla 4. Cédigo localidad, nimero de alelos utilizados, promediados entre lodi (N),. riq'ueza alélica,
rango alélico (en niimero de repeticiones), heterocigocidad observada (Ho) y heterocigocidad esperada

(He) por localidad, promediado enire loci.

Locus promedio  Riquezatotal promedio Rangototal Hopromedio Hototal —He promedio He total

Riqueza Rango
1 753 17 17.06
2 541 12 747
3 5.82 13 1041
4 6.35 12 8.35

26
23
21
12

0.80
073
0.66
0.86

-0.81
0.72
0.67
0.85

0.83 0.50
0.73 0.81
0.76 0.86¢
0.82 0.85

Tabla 5. Riqueza alélica, rango alélico (en mimero de repeticiones), heterocigocidad observada (Ho) y
heteracigocidad esperada (11e) promedio entre localidades y total, por locus.

Respecto de la biisqueda de estructuracién con el algorritmo STRUCTURE, el set de

pardmetros que arrcja un modelo mas fuerte es el con frecuencias alélica

correlacionadas entre poblaciones y con el pardmetro LOCPRIOR. La curva de

logaritmo de verosimilitud en funcidn de grupos supuestos (K) se aplana al llegar a

K=3, mientras que los demds modelos tienen un peak en K=2 o K=3 (figura 5). Para

visualizar la distribucién geografica de los grupos inferidos se graficaron las
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proporciones de pertenencia a cada grupo de los individuos de cada localidad sobre
el mapa (figura 6). Los tres grupos inferidos son geogrdficamente coherentes, uno
(mostrado en verde, “grupo Nahuelbuta”) se concentra en la costa al norte en la
Cordillera de Nahuelbuta y alrededores, oiro (mostrado en rojo, “grupo Pelada”) en
la Cordillera Pelada, también en la costa. El tercero (mostrado en azul, “grupo
Chiloé”) se encuentra en la parte sur del rango, desde Chiloé hasta el extremo sur de
la distribucién de la especie. Algunas localidades muestran una mezcla entre los
grupos, por ejemplo en la Cordillera de los Andes al norte de los 42°, donde hay un
gradiente de norte a swr donde se observa una tramsicién gradual entre el grupo
Nahuelbuta (verde en la figura ) y el grupo Pelada (rojo en la figura 6). Cabe
destacar que cuando el algoritmo es corrido suponiendo dos gupos se encuentra el
quiebre genético entre Nahuelbuta y Pelada, por lo que se deduce que la sefial
estadistica es mas fuerte para éste que para el quiebre entre Pelada y Chiloé (figura
7). Esto se observa también en el &rbol Neighbor Joining (figura 8) donde el grupo
Nahuelbuta es el que més se distancia de los otros, con una distancia desde el nodo

central de aproximadamente el doble que los otros dos (tabla 6).

21




o
o
2
o
o
o
&
o
1
g = S
m . N
—_ C}I (a] O
X
2‘.. 4
& o i1 0
£ &1 o
o Bivs__ o
Sy o
\
"\ o]
o \
o \
O — .\
@ ™
O_‘
o | © frecuencias correlacionadas, con LOCPRIOR o,
S _| o frecuencias independientes, con LOCPRIOR S o
% | o frecuencias independientes, sin LOCPRIOR 6™
o frecuencias correlacionadas, sin LOCPRIOR “o
T T T T T
2 4 6 8 10

K

Figura 5. Logaritmo natural de la verosimilitud dado un mimero de grupos supuestos K en funcién de
K. Se tomé la mejor corrida de 10 para cada valor de K, para cada set de pardmetros.
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Figura 6. Promedio de proporciones de perteneﬁcia a cada gmim de los individuos de cada localidad,

para el mejor modelo.
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Figura 7. Probabilidad de pertenencia a cada grupo por individuo para 2 y 3 grupos supuestos (para
frecuencias correlacionadas y LOCPRIOR). Los mimeros indican las localidades de muestreo como
en la tabla 5. Los colores corresponden a los de la figura 6.

24




Nahuelbuta

Pelada

Chiloé

Figura 8. Arbol Nefghbor Joining de grupos STRUCTURE a partir de la distancia neta. Se observa
que el grupo Nahuelbuta se encuentra mucho més alejado de de los otros dos (D ~ 0.066) que estos
entre si (D = 0.0378).

Nahuelbuta Pelada
Pelada 0.0633 -
Chiloé 0.0690 0.0378

Tabla 6. Divergencia de frecuencias alélicas entre grupos (distancia neta).

Las regresiones entre diversidad y latitud fueron significativa para riqueza alélica
(pendiente=-0,06263, intercepto=6.59362, R2=0.25, p=0.039, figura 9),

marginalmente  significativa  para rango  alélico  (pendiente=-0.2332,
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intercepto=17.5682, R2=0.22, p=0.055, figura 10) y no significativa para la

heterocigocidad esperada (pendiente=-0.008542, intercepto=1.00336, R2=0.21,

p=0.065, figura 11), a pesar de lo anterior es posible apreciar una tendencia negativa

similar a las anteriores. Ninguna regresién entre algin indice de diversidad y la

longitud (p entre 0.76 y 0.97) o la altitud (p entre 0.20 y 0.50) fue significativa.

4.6

4.4

Riqueza Alélica

%
]

38 40

] I i
42 44 46

Latitud Sur

Figera 9. Riqueza alélica (remuestreada) en funcién de la latiud sur. Pendiente=-0.06263,

intercepto=6.59362, R?=0.25, p=0.039
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Figura 10. Rango alélico (remuestreado) en funcién de la latid sur Pendiente=-0.2332,

intercepto=17.5682, R2=0.22, p=0.055
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Figura 11. Heterocigocidad esperada (remuestreada) en funcién de la latind sur Pendiente=-
0.008542, intercepto=1.00396, R%=0.21, p=0.065

Para el conjunto de pares de poblaciones, se encontraron correlaciones significativas

entre la distancia genética con cpDNA y la distancia geogréafica (Z=0.40, p =0.005,

figura 12), la distancia genética con microsatélites y la distancia geografica (Z=0.42,

p=0.002, figura 13) y enwre las distancas genéticas con cp DNA y microsatélites

(Z=0.42, p=0.003, figura 14).
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Figura 12. Grifico de dispersién entre distancias genéticas con cpDNA y distancias geografica entre

pares de poblaciones.
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Firgura 13. Gréfico de dispersidn entre distancias genéticas con microsatélites y distancias geografica
entre pares de poblaciones.
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Figura 14. Grifico de dispersién entre distancias genéticas con microsatélites y distancias genéticas
con cpDNA entre pares de poblaciones.
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DISCUSION

En este trabajo se estudié la historia poblacional de Laureliopsis philippiana
utilizando marcadores microsatelitales. Esto con el fin de profundizar un trabajo
previo en que se habfa utilizado un marcador de secuencia cloroplastidial. En los
cuatro marcadores utilizados se encontraron 17, 12, 18 y 12 alelos (tabla 5}, en
contraste con el marcador cloroplastidial en el que se habian encontrado sélo tres
haplotipos (alelos), uno de los cuales ere; de bajisima frecuencia occuriendo sélo en
cinco de 208 individuos. Estos mayores niveles de diversidad eran esperados dadas
las tasas mutacionales mds altas de los microsatélites y nos ofrecen una resolucién

mas fina de los patrones genéticos espaciales.

Los resultados anteriores mosiraron un fuerte estructuracién poblacional con un
quiebre genédtico muy marcado aproximadamente a los 40°S. Esta separacién entre
Jas poblaciones de las cordilleras de Nahuelbuta y Pelada, también es detectado con
los microsatélites. Este quiebre genético es el que STRUCTURE encuentra primera
(es decir, si.uno fija el ndmero de grupos en dos) y es el mas fuerte (figura 7, figura
8, tabla 6), sin embargo, la mejor estructuracion que se encuentre es con tres grupos
(figura 7), con un segundo quiebre aproximadamente a los 41°S, que separa el area
desde Chiloé hacia el sur de los dos grupos més nortefios. Este segund;n quiebre

genético no estd presente de forma clara en los datos de cloroplasto, lo que se podria
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atribuir a la menor tasa de mutacion del marcador. Cabe destacar que el haplotipo de
baja frecuenca (en azul en la figura 4) s6lo se encuenira en el 4rea que con los
microsatélites es asignada al grupo Chiloé (azul en la figura 6). Se abre entonces la
interpretacién de que el mismo quiebre genético que se observa en los microsatélites

estd en proceso de formarse en el genoma cloroplastidial y estamos viendo una

diferenciacién incompleta.

Como se ha notado anteriormente (Bosshard 2011), los datos de cloroplasto muestran
lo que se ha interpretado como una zona de suttra (o contacto secundario). En la
Cordillera de los Andes a la latitud del quiebre genético entre los grupos Nahuelbuta
y Pelada se observa una transicién continua de un haplotipo al otro. Esta misma
transicién entre los grupos genéticos también se observa con los microsatélites. El
que ambos marcadores muestren este patron suma evidencia a la interpretacion de
que esta zona consiste de una zona de sutura de dos grupos anteriormente

diferenciados.

Se observa una disminucién de la diversidad genética a mayores latitudes. En
términos tedricos esperabamos menor diversidad en poblacione:v, mas pequefias o que
hayan sufrido un cuello de botella poblacienal y no hayan vuelto al equilibrio
(Ibrahim y col. 1996, Nichols & Hewitt 1994, Bialozyt y col. 2006). Entonces
podemos suponer que L. philippiana recolonizé el sur de su range recientemente o
que las poblaciones mas australes historicamente hayan tenido tamafios

poblacionales mas pequefios. En contraste, en el cloroplasto no se observa

disminucién de diversidad a lo largo del gradiente latitudinal, aunque esto se puede
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explicar por el hechio que el marcador cloroplastidial no tiene niveles de diversidad

suficientes como para que se puedan observar este tipo de patrones.

En los datos de cloroplasto se habja encontrado un quiebre genético muy marcado a
los ~40°S. Ademés de la congruencia entre los distintos marcadores en términos de
volver a encontrar este mismo quiebre, hay una correlacién positiva y significativa
entre distancias con cpDNA y microsatélites por pares de localidades (coeficiente de
correlacién 0.40). El que los marcadores tengan tasas y procesos mutacionales
distintos puede haber influido en esta relacién, quizas si se hubiera podido trabajar
con un marcador de secuencia nuclear, mas comparable al de cpDNA, se hubiera

enontrado una correlacién mas fuerte.

La diferenciacién puede, en parte, deberse a un simple aislamiento por distancia
(como se ve en las correlaciones de distancia genética y geografica y en las figuras
12 y 13), aunque tentativamente podemos sugerir posibles barreras geograficas: i) el
Canal de Chacao v ii) una zona de peores condiciones climéticas para la especie entre
las cordilleras de Nahuelbuta y Pelada. El Canal de Chacao actualmente separa Isla
Grande de Chiloé del continente en un trecho de 25 km, con un ancho aproximado de
2.5 km y profundidades menores a 80 m (Vidal y col. 2012). Durante los estadios
glaciales se forma un puente de tierra entre Isla Grande y el continente (figura 15).
En el dltimo ciclo glacial esto habrfa permitido el intercambio biolégico entre los
26000 y 7000 afios antes del presente (Vidal y col. 2012). La cordillera de la costa
tiene una depre;sién en su altitud a los 39°S aproximadamente (figura 16} entre las

partes de ella que se conocen como las cordilleras de Nahuelbuta y Pelada. En esta
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zona se producen menores precipitaciones orogréficas (figura 17), por lo que se trata
de un &rea relativamente seca, ademas de las mayores temperaturas propias de
menores elevaciones. Hay modelos que predicen mayores precipitaciones durante los
estadios glaciales para la zona (Kaplan y col 2008, Rojas y col. 2009), pero incluso si
estas barreras son sélo intermitentes, podemos hipotetizar que pueden frenar el flujo

génico entre estos sitios y contribuir a Ia diferenciacién poblacional.
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Figura 15. Puente de tierra en Canal
profundidad actual del mar que corresponde al

g

de Chacao. Se muestra un
nivel del mar durante el UMG (en negro) hasta lo que

ad.ieme de ses desde los 120m de

actualmente es tierra firme (en blanco). Las lineas negras son el contorna de 1a costa actual. Datos

obtenidos de GEBCO.
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Figura 16. Mapa de altitud en que se aprecia la Cordillera de los Andes, incluyendo las cordilleras
Nahuelbuta y Pelada, y 1a zona de menor altra entre ellas, aproximadamente a los 39°S. La escala de
grises va de los 0 (en negro) hasta los 1800 (en blanco) m.s.n.m.
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Figura 17. Mapa de precipitaciones anuales. Los azules mds intensos indican mayores precipitaciones.
I.a escala va de 1000 a 2700 mm/m.

Se habia predicho concordancia entre marcadores de distinto modo de herencia dadas
las caracteristicas de dispersién del polen y las semillas (por insectos y viento,
respectivamente). Como ya fue mencionado arriba, esta concordancia (en forma de
un quiebre genético comin y una correlacién positiva entre indices de
diferenciacién) se encontré. A modo de comparacién, en Cardamine nipponica, una

especie herbacea con polen dispersado por insectos y semillas por gravedad, también
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se encontrd un patrén similar entre marcadores de distinto mddo de herencia (Tkeda y
col. 2008). En contraste, en coniferas pindceas (polen y semillas dispersados por
viento; mitocondria de herencia paterna) se han encotrado marcadas diferencias entre
el genoma mitocondrial y el cloroplastidial (e.g. Gamache y col. 2003, Liepelt y col.
2002). Esto sugiere que en especies con estas caracteristicas de dispersién
marcadores del genoma nuclear pueden trazar la historia de colonizacién por semilla

al igual que los marcadores que trazan el linaje materno.

Es notable que el quiebre genético de los 40°S (quiebre Nahuelbuta-Pelada) también
se da en Weinmannia trichosperma (Montenegro 2011) y Dromiciops gliroides
(Himes y col. 2008). W. trichosperma es una especie arbdrea que también pertenece
al bosque nordpatgdnico y tiene ciertas similitudes con L. philippiana: sus rangos de
distribucién actuales coinciden en gran medida y comparten algunos rasgos
relevantes como su polinizacién entomofilica y dispersion anemoacora. D. gliroides es
un pequefio mamifero arboricola fuertemente asociado a los bosques. Cabe destacar
que mientras L. philippiana y W. trichosperma presentan una zona de sutura en los
Andes, en D. gliroides los haplogupos estan separados a lo largo del rango
Jongitudinal. Por otro lado, un quiebre genético a los 42-43°S aparece en las especies
cri6filas Podocarpus nubigena, Nothofagus antarctica y  Nothofagus pumilio
(Quiroga & Premoli 2010, Pastorino y col. 2009, Mathiasen & Premoli 2010). N.
pumilio también presenta un quiebre a los 40°S, pero es mucho més débil que el
quiebre sur. Esta concordancia filogeografica posiblemente apunta a una historia

comun.

39




En conclusién, tal como se habia predicho, se encontro el mismo quiebre genético
que se habfa encontrado con los datos cloroplastidiales (quiebre Nahuelbuta-Pelada),
ademas de una correlacién entre los indices de diferenciacion. Tal como se habia
suptesto era posible, ademds de lo anterior se pudo describir la estructuracion
genéticade forma méas fina, descubriéndo un segundo quiebre genético menos
pronunciado (quiebre Pelada-Chiloé). La clara estructuracion poblacional de L.
philippiana, la que se evidencia en marcadores con distintos modos de herencia,
presenta similitudes notables con la de otras especies que comparten su habitat. Esto
hace probable que esta estructuracidn sea la consecuencia de una historia de
aislamiento y diferenciacién de las poblaciones en comiin entre estas especies.
Ademas, el pawdn de reduccién de diversidad hacia mayores latitudes sugiere un
efecto histérico, posiblemente ligado a los ciclos glaciales del pleistoceno, como
puede ser un evento de extincién/recolonizacién o una disminucién de los tamarios

poblacionales dependiente de la latitud.
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APENDICE 1

Script R para obtener indices de diversidad a partir de poblaciones remuestreadas.

allelic.richness <- function(xmotifjlength(unique(x)}

allelic.range <- function(x,maotif)(range(x)[2]-range(x)[1]}/motif

He <- function(x,motif){
praps <- vector{"numeric",0)
for (i in unique(x))props<-chind(props,sum( ==f}/length(x))
1-sum(propst2)

}

resample.ms.div <- function(x, popsizes, ploidy, motifs, iterations=100040, fn=allelic.richness, popnames=NULL,
min.size=8, resampling.size=min.size, miss="7"}{

loci<-ncol(x)

pops<-length(popsizes)

alleles<-listQ .

for (i in 1:loci)alleles{[i]]<-list)

for (pop in L:pops){

for (locus in :loci){

tmp<-sum{papsizes{0:(pop-1)])*ploidy
tmp2<-as_vector(x[(nnp+l):(unp+popsizes[pup]"‘ploidy),locus])
alleles[[locusH{{popll<-as.numeric{tmp2[ump2!=missj}

}

final.table <- matrix(rrow=paps, ncol=loci)
for (locus in L:loci){
for (pop in L:popsH{
res <- vector("numeric”,iterations)
tmp <- alleles{[locusTi[popl]
if(length(tmp)<min.size*ploidy)final table{pop,locus]<- NA
else{
for (it in 1:iterations}res(it] <- fn{sample(unp, resampling.size, T), motifs{locus])
final.table{pop,locus] <- mean(res)
}
cat(paste("Locus " Jocus," Pop ",pop, 0"}

1
means <-matrix{nrow=pops)
for {pop in 1:pops)means[pop]<-mean(final table[pop,],na.m=T})

if(Lis.mull{popnames))rownames(final.table)<-popnames
cbind(final.table,means)
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APENDICE 2

Localidad n Hl H2Z H3 S K H T n
1 Nahuelbuta* 20 20 0O 0 O 1 0.0000 0.0000 0.0000
2 Las Nochas 10 10 0O O 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
3 Rucamanque 10 10 0 O 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
4 puerto Fuy 9 B 1 0 1 2 0.2222 0,0003 0.2222
5 Caunahue 10 6 4 0 1 2 0.5333 0.0008 0.5333
6 Puyehue 10 2 8 0 1 2 0.3556 0.0005 0.3556
7 Pelada Qeste 20 0 20 ©0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
8 Liucura 10 0 10 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
9 Bahfa Mansa 10 0 10 ©0 0 1 0.,0000 0.0000 0.0000
10 Lolcura 8 0O 8 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
11 Manao 10 O 9 1 1 2 0.2000 0.0003 0.2000
12 Chiloé Sur 9 0 9 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
13 Pumalin 10 0 10 ©O0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
14 Palena 10 0 10 O 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
15 Queulat 10 0O 7 3 1 2 0.4667 0.0007 0.4667
16 Aiken 10 O 10 O 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
17 Exploradores i0 0 10 ©0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000
Promedio 0 1 0.1046 0.0001 0.1046
Total 186 56 126 4 2 3 0.2335 0.0007 0.4670

NdGmero de individuos muestreados {n), frecuencias de los haplotipos (H1, H2, H3),
namero de sitos polimérficos (S), ntmero de haplotipos {K), diverisdad haplotipica (H),
diversidad nuclectidica (m} y nimero promedio de diferencias entre secuencias (1) para

datos cloroplastidiales, por poblacién,
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