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estudié biologia ambiental es porque siempre me ha interesado la naturaleza, desde
nifio. Actualmente estoy cursando el programa de magister en la Facultad de Ciencias.
Tengo intenciones de seguir con un doctorado después, dado que mi deseo es ser
investigador en ecologia.

ii




Hi

o DE Q/
<y <

d
(4]
S BIBLIOTECA o
f& w
&

CENTRAL

%
D O,

&

A mis profesores

A mi familia




Agradecimientos:

A miis tutores, Dr. Felipe Hinojosa y Dra. Femanda Pérez. A mis revisores, Dr. Elie
Poulin y Dr. Ramiro Bustamante. A mis compafieros de laboratorio y a todos aquellos
que me han aconsejado y ayudado durante la realizacion de esta tesis.

Instituto de Ecologia y Biodiversidad IEB
IMEB P05-002, PFB-23

Proyecto FONDECYT N° 1090339




indice de tablas
Indice de figuras
indice de apéndices
Resumen

Abstract
Introduccion

Objetivo

Especie de estudio

Hipotesis
Materiales y métodos

Muestreo

Extraccion de ADN y técnicas moleculares

Analisis de datos

Resultados

Discusion y Conclusiones

Bibliografia

Apéndices

[INDICE

vi
vii
viii

X

11

11

11

12

14

19

26

32




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Sitios palinologicos 9

Tabla 2. Localidades con coordenadas, numero de individuos, frecuencias haplotipicas e

indices de diversidad 17




INDICE FIGURAS

Figura 1. Extenci6n de los hielos durante el UMG

Figura 2. Red de haploiipos

Figura 3. Mapa de distribucion de los haplotipos

Figura 4. Modelo de la expansion postglacial de L. philippiana

vii

14

16

22




fNDICE DE APENDICES

Apéndice : Fst de a pares de poblaciones

Apéndice 2: Resultados completos SAMOVA

viil

32

33




RESUMEN

Los ciclos glaciales del cuaternario han causado contracciones y expansiones del
rango de las especies. En Chile se ha propuesto, a partir de evidencia fitogeografica y
palinolégica, que las especies de los bosques templados se habrian contraido hacia el
norte persistido en la Cordillera de la Costa y en la Depresion Intermedia durante las
fases climéticas frias. Algunos estudios genéticos recientes han propuesto persistencia en
los Andes y a altas latitudes para las especies mas tolerantes al frio. En este trabajo se
estudid el patron genético de una especie arbérea de los bosques del sur de Sudamérica,
Laureliopsis philippiana, con el marcador cloroplastidial trl-tmF. Se logro identificar
tres haplotipos, uno de ellos distribuido al norte de los 40°S y otro al sur. El tercero es de
baja frecuencia y también se encuentra al sur de los 40°S. Se propone que la especie
persistio en el drea de la Cordillera de la Costa en el norte de su rango de distribucion
actual. Los Andes y la parte sur fueron colonizados recientemente. Dentro del refugio
existe una fuerte diferenciacién en dos grupos (Cordillera Pelada y Nahuelbuta) que
persistieron de forma independiente durante la glaciacion. La evidencia genética muestra
que las poblaciones andinas son productos de la inmigracién de haplotipos desde ambas

fuentes generandose una zona de sutura.
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ABSTRACT

Quaternary glacial cycles caused contractions and expansions of species’ range. It
has been proposed, from phytogeographical and palynological evidence, that species of
chilean temperate forests contracted northwards, persisting in the Costal Mountain
Range and Intermediate Depression during cold climatic phases. Some recent genetic
studies propose persistence in the Andes and at high latitudes of more cold tolerant
species. In this study the genetic pattern of an arboreal species belonging to southem-
southamerican forests, Laureliopsis philippiana, was investigated with chloroplastidial
marker trnL-trnF. Three haplotypes were found, one of them distributed north of 40°S
and another south of 40°S. The third haplotype has low frequency and is also distributed
south of 40°S. We propose that the study species persisted in the Costal Mountain Range
in the northern part of its current distribution range. The Andes and southern range were
colonized recently. Within the refuge there are two strongly differentiated groups
(Pelada Range and Nahuelbuta Range) that persisted independently during the
glaciation. Genetic evidence shows andean populations to be the result of immigration

from both sources that generated a suture zone.




INTRODUCCION

Actuabmente nos encomtramos en un periodo interglacial de condiciones
climaticas 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) y se han hecho cada vez mds severas (Hewitt 2000). Dentro
de estos ciclos hay oscilaciones climéticas que ocurren a una escala milenial (e.g.
McManus y col. 1999, Heusser y col. 1999a). Estos cambios climaticos han afectado a la
biota, causando contracciones y expansiones de los rangos de distribucion de las
especies (Webb & Bartlein 1992, Hewitt 2000, 2004), lo que estd bien documentado en
el registro fosil, especialmente palinolégico. Muchas especies se extinguieron en gran
parte de su rango de distribucién durante las fases frias. Estas especies habrian persistido
en &reas climéticamente mas favorables llamadas refugios glaciales (e.g. Holderegger &
Thiel-Egenter 2009). El concepto de refugio ha sido expandido para referirse al drea
ocupada por una especie durante una contraccién de su rango desde la que expande en
condiciones mds favorables, lo que implica que especies frfo tolerantes no tendrian
refugios glaciales, sino que refugios interglaciales (Stewart y col. 2010). Ademds el
concepto de microrefugios o refugios cripticos, que serian poblaciones restringidas a
microclimas favorables y demasiado pequefias para ser detectadas con métodos
palinolégicos, ha generado cierta discusion respecto a la manera de inferirlos. (Stewart
& Lister 2001, Gomez & Lunt 2007, Rull 2009, Stewart y col. 2010).

El Ultimo Méximo Glacial (UMG), hacia ¢l final de la ultima glaciacion, esta

datado entre 29,385 y 14,805 “C yr (Denton y col. 1999b). EnIsla Grande de Chiloé una




reconstruccién de paleotemperatura a partir de proporciones de distintos taxa en un
registro palinolégico indica temperaturas de hasta 8°C menores que en la actualidad
(Heusser y col. 1999b). Los vientos del oeste (westerlies) se habrian desplazado hacia el
norte, por sobre los 41°S durante el UMG, causando mayores precipitaciones (Moreno y
col. 1999). A través de modelos numérico se ha postulado un aumento de entre 0.2 y 1
milimetros por mes (mm/mo) mayores que en la actualidad para gran parte de Chile
(Kaplan y col. 2008). En la regién de los lagos el limite de las nieves se habria ubicado
1000 m por debajo de su ubicacion actual (Denton y col. 1999). Por la acumulacion de
hielos en los continentes el nivel del mar habria descendido en 120 metros (Rohling y
col. 1998), lo que tiene consecuencias biogeograficas dada la formacién de puentes de
tierra. En Chile se habria formado un puente de tierra entre Isla Grande de Chiloé y el
continente (Moreno y col. 1994). La extensién maxima de los glaciares se puede
reconstruir a partir de evidencias geologicas, como por ejemplo las morrenas
depositadas por los glaciares. Una recomstruccion de la extension de los hielos de la
filtima glaciacién (Hollin & Schilling 1981) se muestra en la figura 1, en la que se ve
que aproximadamente dos tercios de la superficie actual de los bosques del sur de

sudamérica fueron devastados por los glaciares (Villagran & Hinojosa 1997).
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Figura 1. Limite de la extencién de los hielos durante la ultima glaciacion. Tomada de

Hollin & Schilling (1981).

Las respuestas de la vegetacién a las condiciones glaciales se pueden estudiar a
través de evidencias palinologicas, fitogeograficas y genéticas. La palinologia
reconstruye la vegetacion a través del tiempo estudiando los microfésiles (polen y
esporas) depositados y preservados en sedimentos. Para el caso de Chile se ha sugerido,

a partir de la evidencia del registro palinolégico, que las especies de los bosques




templados del sur de Sudamérica habrian sobrevivido contrayéndose hacia el norte,
hacia refugios ubicados en areas no glaciadas entre los 36 y 42°S. Los elementos mas
terméfilos habrian ocupado los escalones medios y bajos de la Cordillera de la Costa,
mientras que los elementos més frio-tolerantes habrian ocupado la deperesion intermedia
(Villagran 1991, 2001, Markgraf y col. 1995, Villagran & Armesto 2005).

Por otro lado, entre 50 y 70% de las epecies de la flora de bosques se concentra
entre los 36° y 40° S., incluyendo especies de estrecho rango 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).

" Las evidencias genéticas pueden ayudar a dilucidar el pasado de las especies
dado que el patrén genético intraespecifico refleja su historia poblacional. En una rapida
expansion postglacial no todos los propagulos se dispersaran exitosamente, por lo que
las nuevas poblaciones seran fundadas por un subconjunto de los individuos de la
poblacion fuente. Una serie de estos “efectos fundadores™ son equivalentes a una serie
de cuellos de botella poblacionales, con su consecuencia de pérdida de diversidad
genética, lo que se ha propuesto a partir de estudios de simulacién (Ibrahim y col. 1996)
y empiricos (Taberlet y col. 1998, Hewitt 2000). Por otro Jado, dos poblaciones que han
estado separadas por un periodo de tiempo considerable estaran diferenciadas debido a
la acumulacion de mutaciones (Avise y col. 1987, Taberlet y col. 1998). La mayoria de
estas mutaciones son neutras frente a la seleccion natural por encontrarse en regiones no

codificantes del genoma, por lo que la diferenciacion no necesariamente se debe a




factores ambientales sino que puede deberse solo al aislamiento, Cuando las rutas de
colonizacién provenientes de dos poblaciones fuente se encuentran forman zonas de
sutura, las que presentan mayor diversidad debido a la mezcla de linajes distintos, pero
no debieran tener haplotipos (alelos) unicos (Petit y col. 2003, Hewitt 2004). Estas zonas
de sutura pueden ser estables en el tiempo (Hewitt 2001).

Se han hecho estudios genéticos en varias especies de los bosques templados del
sur de Sudamérica, con distintos resultados. En Aextoxicon punctatum, una especie del
bosque valdiviano, marcadores RAPD muestran que las poblaciones mds diversas se
encuentran al norte de los 40° S, por lo que se pueden interpretar como refugiales
(Nifiez-Avila & Armesto 2006). Otro estudio en una especie terméfila, Eucryphia
cordifolia, utiliz6 ADN cloroplastidial (cpDNA) y encontrd alta diversidad en la
Cordillera de la Costa, lo que se interpretd como evidencia de un tnico refugio costero
(Segovia 2010). En Weinmannia trichosperma se postula persistencia de la especie en el
norte de su distribucién actual durante el UMG a partir de un marcador de cpDNA
(Montenegro 2011). Por otro lado, para algunas especies, especialmente frio tolerantes,
se ha sugerido que poblaciones persistieron en la Cordillera de los Andes y a altas
Jatitudes (> 42°S), en 4reas que se habrian encontrado dentro del limite glacial segtin la
reconstruccion de Hollin & Schilling (1981).

Marchelli & Gallo (2006) sugieren multiples refugios glaciales en Nothofagus
alpina en la costa y en los Andes a partir de cpDNA, por encontrar haplotipos tinicos en
los Andes. En la conifera Fitzroya cupressoides se sugiere persistencia en los Andes a

partir de isoenzimas (Premoli y col. 2000). Usando marcadores de isoenzimas en




Pilgerodendron uviferum, otra conifera, se sugiere persistencia de la especie hasta a los
45° 8, en el drea que habria estado cubierta de hielo en el UMG, dada la alta diversidad
de esas poblaciones (Premoli y col. 2002). En Embothrium coccineum se han sugerido
refugios en ambas vertientes de los Andes e incluso uno al sur de los 44°, utilizando
isoenzimas (Souto & Premoli 2007). Un estudio reciente en Nothofagus pumilio
encontrd un quiebre genético importante a los 42° S en cpDNA, lo que contrasta con los
resultados obtenidos con isoenzimas (Mathiasen & Premoli 2010). En Dromiciops
gliroides, mamifero del orden Microbiotheria endémico de Chile y Argentina, se
encontré un  patrén filogeografico consistente en varios grupos diferenciados
genéticamente, dispuestos en sentido latitudinal y signos de expansion desde la costa
hacia los Andes (Iimes y col. 2008). Este pequefio mamifero esta fuertemente asociado
a bosques templados, por lo que su historia puede dar indicios de la historia del bosque.
A partir de estos ejemplos se puede apreciar que las especies tienen una gran diversidad
de respuestas frente a los cambios climéticos producidos por los ciclos glaciales. La
mayoria de los estudios hasta la fecha se han hecho sobre especies frio tolerantes, por lo

que faltan més estudios en especies mds termofilas.

Objetivo

El objetivo de este estudio es estudiar el patrén genético actual de Laureliopsis

philippiana a partir de secuencias de cpDNA, para hacer inferencias sobre su

biogeografia historica. Especificamente se busca responder dénde se localizan el o los




refugios glaciales desde los cuales la especie recolonizo su habitat actual, Esto mejorara
nuestra comprensién sobre las dindmicas de las especies de los bosques del sur de
Sudamérica frente a los cambios climaticos pasados, especialmente de las especies

menos frio tolerantes.

Especie de Estudio

Laureliopsis philippiana (tepa) es un arbol que 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. Es mas tolerante al fré que especies netamente valdivianas como por ejemplo
Euryphia cordifolia, pero menos que cspecies subantérticas como Nothofagus pumilio y
Nothofagus antartica. Se trata de una especie arb6rea de hoja perenne que alcanza mas
de 1 m de didmetro del tronco y més de 30 m de altura (Donoso y col. 2006). Las flores
pueden ser hermafroditas o masculinas. La filogenia molecular indica que Laurelia
novae-zelandiae es la especie hermana (Renner y col. 2000). L. novae-zelandiae esta
descrita como entomofilica (Sampson, 1969) y las flores de L. philippiana tambicn
presentan caracteristicas de este sindrome de polinizacion, por lo que es razonable
pensar que esta especie también es entomofilica, Las semillas son de aproximadamente 1
cm de largo, alargadas, livianas (del orden de miligramos) y muy pilosas, por lo que

serian dispersados por viento y posiblemente a grandes distancias. Su distribucion
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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 poblacion aislada a los 35° 29° S
en la costa, aproximadamente a 240 km del limite norte de su distribucién principal
(Septilveda y Troncoso 2004). Es una especie adaptada a la humedad, hacia su limite de
distribucién 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 reproduccion vegetativa por brotes desde las raices,
la que es importante cuando se abren claros en el bosque y no hay competencia con
Chusquea quila (Mufioz & Gonzalez 2009). La especie mds cercana a L. philippiana que
habita en Chile es Laurelia sempervirens. Esta especie se distribuye 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 altitudinales
estrechas (Donoso y col. 2006).

El registro palinolégico de L. philippiana no es muy abundante y en baja
frecuencia (<10%). No se puede distinguir entre el grano de Laurelia sempervirens y L.
philippiana. En la tabla 1 se muestran los siete sitios palinologicos desde la ultima

glaciacion hasta el presente en los que se ha registrado Laurelia/Laureliopsis.



Sitio Latitud |Longitud [Edad (14CyrB.P.) {Fuente Bibliografica

Lago Puyehue -40.67) -72.47[13410% + 100 Vargas-Ramirez y col. 2008
Los Mallines -40,77|  -72.28/3500* +-100 Vargas-Ramirez y col. 2008
Alerce -41.391  -72.88{13073 +- 92 Heussery col. 1999

Fundo SantaElena -41,50f  -73.10{13870+- 95 Heusser y col. 1999

La Campana -41,63] -73.19}11672+ 71 Heussery col. 1999

Mavol -42.64)  -73.76}12505 +- 77 Heussery col. 1999

Laguna Tahui -42.83|  -73.50{13500% Abarzlia y col. 2004

Tabla 1. Sitios palinolégicos con coordenadas, edad a la que aparece
Laurelia/Laureliopsis (en afios de carbono 14) y fuente bibliografica. Los asteriscos

1

indican las edades que corresponden a la base de la secuencia.

Aunque no se pueda distinguir entre el polen de Laurelia y Laureliopsis, a lo
menos las presencias mas tempranas en los registros polinicos probablemente
correspondan a L. philippiana y no a L. sempervirens, porque la primera es mucho mas
frio tolerante que la segunda. La expansion de L. philippiana ocurre antes que la de
Eucryphial Caldcluvia y Weinmannia trichosperma, elementos que también pertenecen a
los bosques valdivianos y nordpatagonicos. Por otro lado su aparicion es posterior a la
de elementos frio tolerantes como coniferas, Embothrium y Drimys y coincide con una
baja de la proporcién de Nothofagus tipo dombeyi. Todos los estos registros se
encuentran en la regién de los lagos y la primera presencia de L. philippiana en todos
ellos esta datado para el tardiglacial, lo que es un indicio de la expansion posterior al

UMG en la parte centro-sur del rango de distribucién de la especie.

Hipétesis




En concordancia con la evidencia palinologica y el patrén fitogeogréfico, se
predice que L. philippiana persistio en la parte norte de su rango de distribucion actual, a
lo largo de la costa en la zona que no habria estado glaciada, zona en la que se cree
sobrevivieron los bosques valdivianos y nordpatagonicos. Se espera obtener sciiales
genéticas de expansion desde la costa en el norte del rango de distribucién de la especie
hacia el resto de su rango actual. En esta drea se podria encontrar mayor diversidad
genética. No se espera encontrar haplotipos tnicos en la Cordillera de los Andes, nia

altas latitudes (>42°S) que sugieran persistencia de la especie en refugios cripticos.
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MATERIALES Y METODOS

Muesireo

Se muestrearon 20 poblaciones naturales de L. philippiana a lo largo de su rango
de distribucion geografica en Chile (tabla 2, seccion resultados). En cada poblacion se
tomaron muestras de hojas de 10 individuos separados por 50 metros en lo posible para
evitar tomar un individuo dos veces debido a la reproduccion vegetativa. Las muestras

se secaron y conservaron en silica gel.

Extraccién de ADN y técnicas moleculares

Se molieron 20-50 mg de tejido utilizando un tissue Iyzer (Quiagen). Se extrajo
ADN utilizando un kit de extraccion DNEasy Plant Mini Kit (Quiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se utilizaron secuencias de cpDNA como marcador molecular. Este tipo de
marcador es de herencia materna, es decir, es transmitido a través de la semilla, en la
mayoria de las angiospermas. Para enconirar un segmento que muesire niveles de
variabilidad adecnados se realizo una prueba de partidores con 2 individuos de cada una
de tres poblaciones distintas geogréficamente separadas. Para esto se amplificaron 6
segmentos de ADN de regiones no codificantes (intrones y espaciadores intergénicos)

utilizando partidores universales ( Taberlet y col. 1991, Grivet y col. 2001, Shaw y col.
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2007). Se verific la existencia de un producto tnico de amplificacién por electroforesis,
en geles de agarosa, tefiidos con GelRed (Biotium) y visualizados con luz UV en un
transiluminador. Las muestras se mandaron a secuenciar a un centro de secuenciacion
(Macrogen, Korea). Se alinearon las secuencias obtenidas en el programa Bioedit
7.0.5.3, y se evaluo el nivel de polimorfismo entre las secuencias. Se eligio el segmento
trnL-trnF que contiene un intrén y un espaciador intergénico, dado que era el {mico
segmento que presenté polimorfismos. Se utilizaron los partidores “c” y “f” de Taberlet
y col. (1991) para la amplificacién. Ademés se incluyeron algunos individuos de la Unica
especie de la misma familia (atherospermataceae) que existe en Chile, la que ademas es
muy similar para excluir la posibilidad que la captura de cloroplasto por hibridizacion o
la confusién de las especies en terreno interfieran con los resultados. Una vez elegido el

marcador se secuenciaron todos los individuos utilizando el partidor “f”.

Analisis de datos

Para evaluar las relaciones entre los haplotipos, se construyé una red de
haplotipos utilizando el método Median Joining (Bandelt y col. 1999) en Network 4.6
(fluxus-engineering.com). Esta red muestra todos los haplotipos con sus frecuencias y
con los pasos mutacionales que los conectan.

Se describieron los datos con parmetros de diversidad estdndar: nimero de sitios
polimérficos (S), ntmero de haplotipos (K), diversidad haplotipica (H), diversidad

nucleotidica (1) y nfimero promedio de diferencias enfre secuencias (1I). Se calcularon
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indices de diferenciacion (Fst) para todos los pares de poblaciones evaluando su
significancia estadistica con permutaciones. Estos analisis se realizaron en Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer 2010).

Para encontrar el agrupamiento de poblaciones, con sentido geografico, que
maximice la varianza entre grupos se realizo un andlisis espacial de varianza molecular
(SAMOVA) (Dupanloup y col. 2002). El SAMOVA realiza varios AMOVA (Anélisis
de varianza molecular, Excoffier y col. 1992) con distintas configuraciones de las
poblaciones en grupos para distintos nameros de grupos, particionando la varianza en
varianza total, varianza entre poblaciones pertenecientes al mismo grupo y varianza
entre grupos distintos. El SAMOVA utiliza un algoritmo de buisqueda para encontrar
grupos geograficamente homogéneos que estén méximamente diferenciados. Este
andlisis se implementé en SAMOVA 1.0, utilizando 100 condiciones iniciales con 2-6
grupos. También se utilizd el Algoritmo de méxima diferencia de Monmonier
(Monmonier 1973) el que traza una linea entre el par de poblaciones adyacentes mas
diferenciado y la extiende hacia ambos lado siempre por la via de mayor diferenciacion.
Este algoritmo se implementé en Alleles in Space 1.0 (Miller 2005). Simulaciones
muestran que ambos métodos tienen buen desempefio para detectar estructuracion entre

poblaciones, especialmente si es fuerte (Dupaloup y col. 2002).

13



RESULTADOS

El alineamiento de las secuencias de la region trnL-trnF tuvo un largo de 703
posiciones con dos sitios polimoérficos: una transicion y una insercion-delecion, ubicados
aproximadamente 580 y 680 pares de bases desde el comienzo de la secuencia,
respectivamente. Ambos sitios se encuentran en el intrén trnL. Esto da tes haplotipos
separados por una base. Para Laurelia sempervirens se encontré un solo haplotipo
separado por 23 sitios polimorficos del haplotipo H2 detectado en Laureliopsis
philippiana. No se encontré en ningin individuo de L. philippiana, por lo que se
descarta la posibilidad de captura de cloroplasto o error de muestreo. La red de

haplotipos se muestra en la figura 2.

@H3

Figura 2. Red de haplotipos. HI y H3 estan separados por una mutacion de H2. Los
tamafios de los circulos indica el nimero de individuos en los que se encontrd el

haplotipo. El haplotipo de L. sempervirens se encuentra a 23 pasos mutacionales de H2.




Se encontrd baja diversidad intrapoblacional, la mayoria de las poblaciones estin
fijadas para un solo haplotipo (tabla 2, figura 3), y solo 5 poblaciones tienen mas de un
haplotipo. El haplotipo H1 se distribuye casi exclusivamente al norte de los 40°S (figura
3). Est4 fijado en Contulmo y Nahuelbuta y aparece en Caunahue y Puyehue. Al sur de
los 40°S casi todas las poblaciones estédn fijadas para el haplotipo H2. El haplotipo H3 es
de muy baja frecuencia y distribucién disyunta, aparece solo en Manao, Hormopirén y

Queulat.
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Figura 3. Mapa de distribucion de los haplotipos en las poblaciones de L. philippiana.
Colores igual que en la fig. 2. Entre paréntesis se indica el nimero de individuos
muestreados en cada poblacion. La linea punteada indica el quiebre genético apoyado

por SAMOVA y Algoritmo de Maxima Diferencia de Monmonier.
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El indice de diferenciaciéon poblacional (Fsy) calculado por SAMOVA es de
0.89982 y es altamente significativo (p < 0.00001). El SAMOVA separ las poblaciones
Contulmo, Nahuelbuta y Caunahue del resto de las poblaciones con k=2. Esta particion
es geograficamente coherente dado que separa poblaciones al norte y al sur de los 40°S
aproximadamente. 88.84% de la variacién se debe a diferencias entre los grupos, con el
indice de fijacién entre grupos (Fcr) altamente significativo (p < 0.00001). La varianza
entre grupos es solo un 0.11% mayor para k=3 y a mayores valores de k disminuye, por
lo que se considera que con k=2 se obtiene la mejor ordenacion de Ias poblaciones. El
Algoritmo de Méxima diferencia de Monmonier separa las mismas tres poblaciones del

resto.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Laureliopsis philippiana presenta bajos niveles de variabilidad en el genoma
cloroplastidial comparada con ofras especies arbéreas templadas de Sudamérica. En la
especie criofila Nothofagus pumilio se encontraron 2, 6 y 11 haplotipos en distintos
segmentos del cloroplasto (Mathiasen & Premoli 2010). En otra especie criofila,
Embothrium coccineum, se encontraron 9y 11 haplotipos en distintos segmentos (Vidal-
Russel y col. 2011). Algunas posibles explicaciones serfan: (1) las fuertes contracciones
de rango esperadas para las especies templadas durante los estadios glaciales y
expansion reciente conduciendo a una diversidad menor que la de equilibrio, debido a un
efecto cucllo de botella (Nei y col. 1975), (ii) por la reproduccion vegetativa que
disminuye el tamafio poblacional efectivo. Sin embargo en otras especies termofilas que
se han estudiado, como Eucryphia cordifolia se encontraron 9 haplotipos (Segovia 2010)
y en Weinmannia trichosperma se encontraron 6 (Montenegro, 2011) comparados con
los tres haplotipos en L. philippiana con el mismo tipo de marcador (cpDNA).
Interesantemente, en Atherosperma moschatum, especie que se distribuye en los bosques
templados del sureste de Australia y que también pertenece a las aterospermataceas,
también se encontraron bajisimos niveles de diversidad: sélo 8 sitios polimoérficos y 6
haplotipos en un alineamiento de mas de tres mil pares de bases (Worth y col. 2011).

A pesar de la baja variabilidad y divergencia poco profunda entre haplotipos
existe una fuerte estructuracién poblacional. Las localidades de Contulmo y Nahuelbuta

(v en menor medida Caunahue) estdn fuertemente diferenciadas de la mayoria de las
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demss localidades (tabla 3, fig. 3). El SAMOVA indica un quiebre genético fuerte
(88.84% de la varianza es por diferencias entre los grupos) y altamente significativo (p <
0.00001) entre estas tres localidades y las demés. El algoritmo de Monmonier también
encuentra este quiebre (fig. 3). Para explicar esto es necesario suponer por lo menos un
refugio glacial al norte y otro al sur de los 40°S en el area de la Cordillera de la Costa,
dado que la diferenciacién es demasiado marcada para deberse a deriva reciente,
especialmente considerando el largo tiempo generacional de la especie.

En los faldeos de los Andes hay dos localidades, Caunahue y Puyehue, que
tienen los haplotipos H1 y H2 y una mayor diversidad respeto a las demas localidades.
Surge la pregunta de si se trata de una zona de refugio o de una zona de sutura, ya que
para ambas se esperaria una mayor diversidad. Probablemente se trata de una zona de
sutura y no de una zona de refugio, porque: (i) no se encuentran haplotipos Unicos en [a
zona de sutura, (ii) la colonizacién desde una zona refugial implica pérdida de
diversidad, pero no necesariamente diferenciacion entre distintas zonas colonizadas y
(iii) las evidencias independientes tanto palinoldgicas (Villagran 2001) como
fitogeograficas (Villagran & Hinojosa 1997) sugieren persistencia de los bosques en la
costa y ademds estas posibles dreas de sutura se habrian encontrado dentro del Hmite
glacial (Hollin & Schilling 1981, fig. 1). Todas estas consideraciones indican que es
poco parsimonioso interpretar esta Zona como una zona de refugio.

La distribucién del haplotipo H3 es dificil de explicar. Este haplotipo es de baja
frecuencia (5 de 170 individuos) y aparece de forma disyunta en Manao, Hornopirén y

Queulat, localidades que no estdn adyacentes unas a las otras (Fig. 3). Tomando en
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cuenta que en dos de las tres poblaciones en que se encontré corresponde solo a un
individuo, es probable que tenga una distribucién mas amplia de lo observado, pero a
muy bajas frecuencias y que lo observado se deba a la estocasticidad del muestreo o a la
pérdida del haplotipo en algunas localidades por deriva génica, la que actua de manera
mas fuerte sobre haplotipos de baja frecuencia. Si su origen correspondiera a un tercer
refugio criptico (por ejemplo a la latitud de Queulat o en la vertiente este de los Andes a
Ia latitud de Hornopirén) entonces esperariamos una distribucién mas localizada y zonas
de sutura con los otros haplotipos e incluso que el frente de colonizacién de este refugio
bloqueara el de algiin refugio mas al norte (al igual que el haplotipo H2 bloquea el
avance de H1), por lo que no se esperaria encontrar el haplotipo H2 en el extremo sur
del rango de distribucién de la tepa. Es improbable la posibilidad que provenga de un
refugio criptico en Ia vertiene este de los Andes o en la parte mas austral del rango de L.
philippiana. H3 es mas cercano a H2 que a HI (fig. 2) por lo que se propone que durante
el UMG se encontraba en el refugio al sur de los 40°S junto a H2, pero a baja frecuencia
y ambos haplotipos se expandieron en conjunto. En la figura 4 se muestra un modelo de

expansion postglacial para L. philippiana.
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Es interesante notar que el quiebre genético a los 40°S aproximadamente también
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Figura 4. Modelo de la expansion postglacial de L. philippiana. Distribucion de los
haplotipos igual que en la figura 3. Las flechas indican la direccion general que se

propone para la expansion postglacial de L. philippiana.

se da en la otra especie nordpatagonica estudiada Weinmannia trichosperma
(Montenegro 2011). Esta especie tiene ciertas similitudes a L. philippiana, sus rangos de
distribucién coinciden en gran parte y ambas especies son entomdfilas y anemocoras. En

el monito del monte, Dromiciops gliroides, también se encontré un quiebre genético a
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los 40°S aproximadamente (Himes y col. 2008). Este pequefio mamifero esta
fuertemente asociado a los bosques. Esta concordancia filogeogréfica es notable dado el
bajo nitmero de estudios de este tipo que se han hecho en Chile, y apunta a una historia
comurn. Hay que notar que L. philippiana y W. trichosperma presentan una posible zona
de sutura en los Andes mientras que en D. gliroides los haplogrupos estan separados a lo
largo de todo su rango longitudinal. En la especie criofila Nothofugus pumilio también
se describe un quicbre genético a los 40°S. En la especie valdiviana E. cordifolia no se
presenta este quiebre genético (Segovia 2010), ni en Aextoxicon punctatum (Nufiez-
Avila & Armesto 2006). Por otra parte se da un quiebre genético mas al sur para algunas
especies criofilas: a los 43°S para Podocarpus nubigena (Quiroga & Premoli 2010), a los
42°30'S para Nothofagus antarctica (Pastorino y col. 2009) y a los 42°S para Nothofagus
pumilio. Para esta tltima especie el quiebre a los 42°S es mucho mas importante que el a
los 40°S y ocurre también en las demas especies del subgénero Nothofagus (Acosta &
Premoli 2010, Mathiasen & Premoli 2010). Este quiebre genético se ha interpretado
como una consecuencia de eventos pre-cuaternarios (Quiroga & Premoli 2010,
Mathiasen & Premoli 2010). L. philippiana y W. trichosperma no presentan este
segundo quiebre ubicado entre los 42 y 43°S.

A partir de estos datos se propone que L. philippiana persistié a lo largo de la
parte no glaciada de la Cordillera de la Costa, confirmando esta regién como un area de
refugio para la flora de bosque durante el UMG (Villagran 2001) v desde la cual se
habria expandido hacia los Andes y sur de los 40°S a medida que las condiciones

climéticas se hicieron favorables. Dentro del 4rea de refugio en la Cordillera de la Costa,
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nuestros resultados sefialarian dos fuentes de expansién poblacional para la tepa en las
cordilleras de Nahuelbuta (~37°30°S) y Pelada (=40°15°S). Lios Andes habrian sido
colonizados desde estas fuentes generando una zona de sutura, mientras que el sur del
rango actual habria sido colonizado sélo por poblaciones provenientes del refugio al sur
de los 40°S. Esta hiptesis es consistente con los pocos registros palinoldgicos en los que
aparece L. philippiana, que muestran la primera presencia en la depresion intermedia de
la Regién de los Lagos (=41°30°S) entre 13.8 y 11.6 C kyr y en Isla Grande de Chiloé
(=42°45°8) entre 13.5 y 12.5 "“C kyr (tabla 1). No se encontré ninguna evidencia clara de
que hubieran existido refugios cripticos a latitudes mds altas. Nada en el patrén
encontrado indica persistencia de L. philippiana en la vertiente este de los Andes,
aunque sin un muestreo de las poblaciones argentinas no se puede descartar la
posibilidad por completo.

Un resultado importante es la distincion entre las poblaciones de Nahuelbuta y
Cordillera Pelada. Esta drea entre ambas cordilleras (=36°-40°S) ha sido destacada como
la regién de mayor diversidad en plantas y posible refugio costero en la Cordillera de la
Costa (Villagrain & Hinojosa 1997; Villagran 2001). Los datos aqui presentados
confirmarfan su calidad de refugio, pero ademas evidenciarian que dentro de esta zona
seria posible distinguir a ambas Cordilleras como lugares de persistencia de las especies.
La diferenciacién entre ambas cordilleras podria estar dada por alguna restriccién al
flujo génico. Esto es un tema a estudiar, donde el estudio detallado del 4rea entre ambas
cordilleras serd fundamental para comprender la historia biogeografica al interior del

refugio costero.
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Los resultados de un estudio como este podrian ser expandibles a otros syjetos de
estudio, como Weinmannia trichosperma (Montenegro 2011) y Dromiciops glz'roides
(Himes y col. 2008), en los cuales se han encontrados patrones similares en el drea de
refugio de la Cordillera de la Costa y Depresion Intermedia. Finalmentc%, no se
encontraron evidencias genéticas de refugios a altas latitudes (>42°S) como se ha
propuesto, por ejemplo, para Embothrium coccineum (Souto & Premoli 200?;, Vidal-
Russel y col. 2011), Nothofagus pumilio (Mathiasen y col. 2010) y Pilgerédendron

uviferum (Premoli y col. 2002) ni haplotipos tinicos que implicarian refugios andinos,

como los sugeridos, por ejemplo, en Nothofagus alpina (Marchelli & Ga1102006).
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APENDICE 2

K % |Grupos
88.84((1,2,3);(restantes)
88.95|(1,2);(3); (restantes)
88.54((1);(2);(3); (restantes)
88.09)(1);(2);(3);(10): (restantes)
87.311{1};(2);(3);(10);(14);(restantes)

O LNl W N

Tabla S2. Resultados del SAMOVA. Se muestran nimero de grupos (K), porcentaje de

la varianza debido a diferencias entre los grupos y la configuracion de las poblaciones
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