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Resumen

La diversidad genética es un requisito para el cambio evolutivo. Por
consiguiente, la conservacion de la diversidad genética dentro de las especies es
importante para asegurar el potencial de adaptaciéon en un medio ambiente cambiante.
La variacion genética de los rasgos de importancia adaptativa se puede medir mediante
la observacion de la variacion fenotipica en los ensayos de ambiente comun.

De acuerdo a su area de distribucion y productividad potencial, Nothofagus
pumilio (Poepp. et Endl.) es la especie arboérea nativa mas importantes de la Patagonia.
Se halla en bosques puros en el limite superior arboreo a ambos lados de la Cordillera
de los Andes. El objetivo de este estudio fue evaluar la variacion geografica y genética
de poblaciones naturales de la especie en rasgos cuantitativos potencialmente
adaptativos. Se muestrearon poblaciones naturales de la Provincia de Chubut
representando los tres gradientes ambientales mas relevantes de su area de distribucion:
latitudinal, altitudinal y de precipitacion. Se analizé variacion natural en caracteres
seminales y se instalaron ensayos de ambiente comun en los que se evaluaron variables
correspondientes a plantulas en invernadero y plantines en campo. Con los datos
obtenidos se estudié variacidon en caracteres cuantitativos entre y dentro de poblaciones.
Los resultados principales muestran evidencias de variacion clinal y ecotipica en los
gradientes latitudinal y altitudinal, respectivamente, con indicios de adaptacion local en
el caso del gradiente altitudinal. También se verificO variacion genética entre
morfotipos. En algunas de las variables consideradas se registrd una importante
diversidad genética, tanto entre como dentro de poblaciones, mientras que en otras la
diversidad fue muy baja.

En la discusién se da cuenta del complejo patron de variacion geografica y
genética de la especie, presumiblemente determinado por factores historicos
(probablemente relacionado con la Ultima glaciacion) y la presion de seleccion que
opera actualmente. Las diferencias fueron evidentes en los gradientes evaluados y entre
los diferentes tipos de caracteres, operando procesos de adaptacion local y plasticidad
fenotipica en un equilibrio variable.

Palabras claves: adaptacion, conservacion, plasticidad fenotipica, genética
cuantitativa, Nothofagus pumilio.



Abstract

Genetic diversity is a prerequisite for evolutionary change. The conservation of
genetic diversity within species is therefore important in order to ensure the potential for
adaptation in a changing environment. Genetic variation for traits of adaptive
importance may be measured by observation of phenotypic variation in common garden
experiments.

According to its distribution area and potential productivity, Nothofagus pumilio
(Poepp.Et Endl.) is the most important native tree species of Patagonia. It builds pure
forests up to the treeline at both sides of the Andean Cordillera. The aim of this study
was to assess the amount and distribution of geographic and genetic variation of its
natural populations in potentially adaptive quantitative traits. Several natural
populations from the Chubut province were sampled in order to evaluate variation
across the three most relevant environmental gradients ofits range: precipitation,
latitudinal and altitudinal. Natural variation in seed traits was analyzed, and several
common garden trials were installed at which seedling and sapling traits were analyzed
in greenhouse and in the field respectively. Data were utilized to study variation in
quantitative traits at the inter and the intra-population level as well. Evidence supporting
ecotypic and clinal variation was found in the latitudinal and altitudinal gradients
respectively, and also the presence of genetic variation among morphotypes linked to
local adaptation processes. Considerable genetic diversity was recorded, both among
and within populations, which varied in the amount of genetic diversity they possessed.

It can be concluded that N pumilio presents a complex pattern of geographic and
genetic variation, determined by both historical factors (probably related to the last
glaciation) and selection pressure that currently operates. Differences were evident in
each of the gradients evaluated and among different kind of traits, with local adaptation
processes and phenotypic plasticity operating in a varying balance.

Key words: adaptation, conservation, phenotypic plasticity, quantitative genetics,
Nothofaguspumilio.



1 INTRODUCCION GENERAL: CARACTERIZACION
DESCRIPTIVA DE LA ESPECIE Y SU AMBIENTE






1.1 Justificacion de la Tesis

La diversidad genética es esencial para la sobrevivencia a largo plazo de las
especies. Sin ella, las especies no pueden adaptarse a los cambios ambientales y son
mas susceptibles a la extincion (Amos y Harwood 1998). La variacidon genética que se
produce en arboles forestales suele estar asociada a diferencias ambientales entre los
lugares en donde crecen.

La lenga (Nothofagus pumilio [Poepp. et Endl.] Krasser) es la especie forestal
nativa mas importante en la Patagonia y la segunda de mayor importancia en Argentina
en cuanto a la superficie que ocupan sus bosques y al volumen de madera aserrado.
Cubre en nuestro pais wuna superficie aproximada de 1.019.870 ha
(Secr.Amb.Desarr.Sust.Nac. 2007) distribuyéndose en las provincias de Neuquén, Rio
Negro, Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego. Dado este amplio rango geografico de
distribucién, sin dudas asociado a varios gradientes ambientales, entre los que se
destacan el latitudinal y el de precipitaciones (Dimitri 1972, Donoso 1993, Prémoli
2004, Donoso 2006, Tortorelli 2009), la lenga es una especie adecuada como objeto de
estudio para el analisis de procesos de adaptaciéon. Se suma a las condiciones
ambientales actuales en las que vegeta la especie, una rica historia glaciaria reciente que
se espera haya impactado sobre los acervos genéticos de la lenga.

La conservacion de la diversidad genética en las especies es importante para
asegurar el potencial evolutivo de las poblaciones para futuras adaptaciones (Eriksson
2006). Conocer la variacion genética entre y dentro de las poblaciones puede ser util
tanto en la priorizacion de las poblaciones para la conservacion como en el desarrollo de
practicas sostenibles en la gestion de los recursos naturales (Lynch y Walsh 1998,
Young y col. 2000).

1.2 Descripcion ambiental
1.2.1 Geologia y Geomorfologia de la regién Andinopatagénica

Geologicamente la Patagonia se puede dividir en dos grandes subregiones: la
Patagonia Andina, integrada por cadenas montafosas plegadas en el Terciario y con una
intensa actividad volcédnica y plutdnica, y la Patagonia Extraandina caracterizada por
mesetas, con amplias depresiones y valles fluviales, resultantes de los depositos
sedimentarios y volcénicos de los bloques tectonicos del antiguo subsuelo (Coronato y
col. 2009). El area de cordillera es la que ha sido mayormente afectada por las
diferentes glaciaciones, y ha estado sujeta durante los periodos de glaciacion y
deglaciacion a una dinamica de alternancia de climas frios y secos con calidos y
huimedos, con dominio de vegetacion esteparia durante los periodos glaciarios y con
avance de la vegetacion dominada por lefiosas en los interglaciarios.

De esta configuracion morfoestructural, se han reconocido diferentes provincias
geoldgicas, definidas como unidades naturales caracterizadas por una secuencia
estratigrafica, peculiares caracteristicas estructurales y geomorfoldgicas y una historia
geoldgica particular. Siguiendo a Coronato y col. (2009), el area andina en particular,
esta integrada por cuatro provincias geoldgicas (ver Figura 1-1): la Cordillera Principal,
desde el norte de la Provincia de Neuquén hasta los 39° S, la Cordillera Patagénica
Norte, desde los 39° hasta los 44° 30°S, la Cordillera Patagonica Sur, desde los 44° 30" S
hasta el extremo continental, y la Cordillera Fueguina en la Isla de Tierra del Fuego. El
sector denominado Cordillera Patagdnica Norte se caracteriza por su baja altitud relativa,



con alturas superiores cercanas a los 2.500 m snm (Folguera y Ramos 2002),
diferencidndose por esta caracteristica fundamentalmente de la Cordillera Principal y de
la Cordillera Patagonica Sur que presentan mayores altitudes.

Geomorfoldgicamente, la provincia geoldgica Cordillera Patagdnica Norte
presenta dos sectores diferenciados, divididos aproximadamente a los 42° S. El sector
norte presenta mayores altitudes (volcan Lanin 3.776 m snm, volcan Tronador 3.491 m
snm), con cordones montafiosos y valles orientados con direccidon Oeste-Este, que
favorecen el ingreso de las masas de aire himedo provenientes del océano Pacifico. El
sector sur presenta las menores altitudes de la cordillera de los Andes Continentales, las
que no sobrepasan los 2.515 m snm que alcanza el cerro Dos Picos (maxima altura de la
provincia de Chubut), (Del Valle y Cambra 1978). El tipo de relieve y la orientacion de
los valles constituyen rasgos significativos para este ambiente. Los valles son en
promedio de baja altitud sobre el nivel del mar, aunque profundos, y discurren en
general con direccion norte - sur, paralelos a la Cordillera. Como consecuencia, la
divisoria de aguas no se encuentra en la linea que une las altas cumbres de la Cordillera
propiamente dicha, sino que se desplaza hacia el este, dentro de la region montafiosa
mas baja de precordillera. La mayor influencia glaciaria a su vez se refleja en estos
valles cordilleranos y en el area andina. Por lo tanto, el sector de la Cordillera de los
Andes comprendido entre los 42° S y 45° S es el de menor altitud (sin incluir los Andes
Fueguinos), y geomorfologicamente se caracteriza por cordones montafiosos orientados
en direccion N-S, surcados por valles netamente andinos.



Figura 1-1: Provincias geoldgicas patagonicas (modificado de Coronato y col. 2009).
Referencias, 1: Cordillera principal, 2 cordillera patagénica norte, 3 cordillera
patagonica sur y 4 cordillera fueguina.

Del Valle y Cambra (1978) describen para la Provincia de Chubut cinco
unidades morfoldgicas, una de las cuales se halla en la region andina: el area montana,
que incluye la cordillera y precordillera. Esta caracterizada por los grandes
afloramientos rocosos que constituyen los cordones montafiosos propiamente dichos,
pero también por la presencia de lomas de origen glaciar de diferentes altitudes,
redondeadas y constituidas por material morénico mezclado con arena y/o ceniza
volcanica, abanicos fluviales formados en la desembocadura de torrentes temporales de
montafia y sucesion de cerros y/o cordones de arrumbamiento.

1.2.2 Clima

La region patagdnica estd entre los anticiclones del Océano Atlantico y el
Océano Pacifico a los 30° S aproximadamente y el cinturén de baja presion que se sitlia
a los 60° S aproximadamente (Paruelo y col. 1998). El movimiento estacional de los
centros de alta y baja presion y las corrientes ocednicas ecuatoriales determinan los



patrones de precipitacion. Durante el invierno la zona de baja presion subpolar es mas
intensa, y combinada con el desplazamiento ecuatorial del centro de alta presion del
pacifico y la mayor temperatura oceanica que la temperatura continental, produce un
incremento en las precipitaciones en esta estacion del afio. Los vientos del noroeste
asociados a las vaguadas frontales producen precipitacion sobre la franja cordillerana, y
el vapor de agua restante solo da lugar a la formacion de nubes medias y altas que no
producen precipitacion pero que contribuyen a reducir sensiblemente la radiacion solar
en toda la region. La precipitacién en la Patagonia fuera de la zona cordillerana se
produce generalmente con frentes estacionarios cuando el anticiclon, asociado al frente
en la masa fria, aporta vientos himedos desde el Atlantico. Estas precipitaciones son de
tipo estratiforme, continuas en tiempo y extendidas por cientos y hasta miles de
kilometros. Estas mismas condiciones de tiempo también pueden producir
precipitaciones en la vertiente occidental de la Cordillera de los Andes.

El clima de la region patagdnica puede ser definido como templado a templado
frio. La temperatura media en la regién es relativamente fria para la latitud debido a las
corrientes marinas frias en ambos océanos, pero también contribuye a ello la altura. La
temperatura varia con la latitud, aunque en forma moderada debido al efecto
homogeneizador de las corrientes marinas, y en mayor medida con la altura sobre el
nivel del mar, por lo que se establece un fuerte gradiente meridional ya que la altura
aumenta hacia el Oeste.

En invierno el gradiente de disminucion de las temperaturas con el aumento de
la latitud se reduce notablemente. En julio las temperaturas medias van de 7° C en el
norte de Rio Negro hasta 0° C en Ushuaia. Las temperaturas minimas extremas se dan
desde Santa Cruz hasta Rio Negro y Neuquén en la meseta patagdnica y estdn cercanas
a los -20° C (Fundacion e Instituto Torcuato Guido Di Tella 2006). Durante el verano el
aumento de temperaturas con la disminucion de la latitud aumenta considerablemente.
Asi, durante enero las temperaturas medias mensuales en el norte llegan a mas de 22° C
mientras que en el sur, en Tierra del Fuego, se hallan en torno de los 9° C. Las
temperaturas extremas superan los 30° C en practicamente toda la region, excepto en
Tierra del Fuego y en las alturas de la Cordillera (Paruelo y col. 1998).

Los vientos intensos son otra caracteristica relevante del clima patagonico. Se
trata de un factor adicional de aridez ya que aumentan la evaporacion y transpiracion.
Asimismo, son un factor erosivo que actua vigorosamente debido a la fragil cubierta
vegetal, proceso que involucra una vasta superficie en el sector arido y semiarido. Las
direcciones prevalecientes son del cuadrante oeste (desde el sudoeste al noroeste) que
suman alrededor del 60 % del tiempo y en algunos lugares mucho mas (Jobbagy y col.
1995), con velocidades promedios anuales cercanas a los 10 m/s.

Para el sector oriental de los Andes la cordillera desempefia un rol crucial en el
clima de la Patagonia. En el sector Centro-Norte del area de trabajo del presente estudio,
Jobbagy y colaboradores (1995) hallaron que la distancia a la Cordillera de los Andes
explica el 94 % de la variacion espacial de la media de la precipitacion anual. El
fenomeno climéatico descrito determina un acentuado gradiente pluviométrico de Oeste a
Este, pasando de mas de 3.000 mm a menos de 200 mm anuales desdela franja oriental
de la Cordillera hacia el sector occidental de las sierras y mesetas que limitan al Este
(Colombani y Arbunies 2008). El limite de la distribucion de los bosques de ecotono de
lenga, esta dado aproximadamente por la isohieta de los 400 - 500 mm anuales, donde
se localiza el sector precordillerano, que coincide en el area de estudio
aproximadamente con la traza de la Ruta Nacional N° 40. Las precipitaciones en esta



area estan mayormente concentradas en invierno (46% ocurren en invierno, 27 % en
otofio, 16% en primaveray 11 % en verano) (Jobbagy y col. 1995).

1.2.3 Historia glaciaria en la Patagonia

La distribuciéon presente de la diversidad genética en arboles de bosques
templados ha sido influenciada por factores historicos, incluyendo el tamafio y nimero
de refugios durante la ultima edad de hielo, las rutas de colonizacion post-glaciar y el
nimero de individuos fundadores involucrados en el establecimiento de las nuevas
poblaciones (Hewit 2000).

El clima de la Patagonia y Tierra del Fuego ha sufrido significativas variaciones
durante el Cenozoico, particularmente desde el Mioceno (Rabassa 2008). Se han hallado
evidencias de antiguos procesos de glaciacion en distintos lugares de la region datados
entre 10,5 y 5,1 MA correspondientes a finales del Mioceno (Mercer 1976, Ton-That y
col. 1999, Coronato y col. 2004, Rabassa 2008). Durante el Pleistoceno las glaciaciones
fueron numerosas, tal como las evidencias de las mismas, las que a veces fueron tan
extensas que abandonaron el dominio cordillerano e invadieron la Patagonia extra-
andina.

Los hielos tuvieron la maxima expansion hacia el este hace aproximadamente 1
millon de afios, durante la denominada Gran Glaciacion Patagénica (GGP) (Mercer
1976). Debido a que la excentricidad de la orbita terrestre fue maxima, se desarrollé una
capa de hielo continua que cubrid a la Patagonia completamente desde los 36° S a los
56° S, abarcando tanto la Patagonia andina como la extra-andina y la actual plataforma
continental a la latitud de Rio Gallegos, y al nivel del mar en el Océano Pacifico
(Rabassa 2008). Hasta el momento, los estudios para vincular el alcance y extension de
los distintos eventos glaciarios permiten definir una serie de seis o siete glaciaciones de
diferente edad (Rabassa y col. 2000).

Durante el ultimo méximo glaciar (UMG), hace unos 20.000 afios (Rabassa
2008), los Andes Patagénicos desde los 38° S hacia el sur estaban cubiertos por una
capa de hielo. Al norte de esta latitud, la glaciacion de tipo alpina fue discontinua y se
restringio a las altas cuencas de los valles cordilleranos. Gran parte de la Isla de Tierra
del Fuego también estuvo cubierta por glaciares que descargaban la calota que cubria la
Cordillera Darwin (Coronato y col. 2004, Rabassa y col. 2000). En Sudamérica, los
estudios mas completos y con mejor control cronoldgico de la Gltima glaciacion se
ubican en la region de los grandes lagos de Chile / isla de Chiloé¢, correspondientes a la
Glaciacion Llanquihue (Lowell y col. 1995, Moreno 1997).

El clima dominante en la Patagonia andina durante el UMG fue similar al de la
tundra en la actualidad, generandose un area aledafia a los glaciares denominada
ambiente periglaciar, con la presencia de permafrost, o sea las capas superficiales del
suelo congeladas. El area periglaciar se habria extendido hasta el area extra andina
(Trombotto 2000).
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1.2.4 Glaciacion en el area de estudio.

Estudios estratigraficos de las tiltimas morenas de avance (menos de 20.000 afios
AP) revelan diferentes patrones de glaciacion entre el norte y el sur de la Patagonia
(Glasser y col. 2008). Al norte de los 40° S, los glaciares fueron de menor dimensién y
ocuparon predominantemente los valles de direccion oeste - este. Por lo tanto, hubo mas
micro habitats potenciales como refugios glaciarios para las especies arboreas. Una capa
mas continua de hielo caracterizé el sur de la region (de los 44° a 55° S) donde la menor
altura de la Cordillera de los Andes promovi6 la formacion de extensas capas heladas
que cubrieron toda el area. A medias latitudes (42° a 44°S), una zona de transicion fue
descripta con caracteristicas particulares. En esta zona, las cadenas montafiosas,
caracterizadas por su orientacion norte - sur, y la existencia de un paso de baja altitud,
aproximadamente en los 43° S, el valle del Rio Grande (Futalefu), permitio el avance de
un gran l6bulo glaciario hasta las inmediaciones de Esquel (Flint e Hidalgo 1969). Esta
gran masa glaciaria pudo haber constituido una barrera que impidié el flujo génico entre
las poblaciones relicticas ubicadas al norte y al sur de dicho 16bulo glaciario. Ademas,
en el momento de la migracion y la recolonizacion, el predominio de vientos del oeste
también determiné condiciones climaticas intermedias en esas latitudes (Markgraf 1993,
Markgraf'y col. 2003).

En el presente trabajo se diferencian por lo tanto tres sectores. El sector Norte
incluye el area al este y oeste de la Cordillera de los Andes entre los 38° S y 44° S, en el
distrito de los Lagos Chilenos y las provincias de Rio Negro, sur de Neuquén, y norte de
Chubut (Figura 1-2). En la vertiente occidental de los Andes se desarrollaron grandes
glaciares a piedemonte que labraron profundamente las cuencas, marcadas por
terminales de morena concavas, en donde se desarrollan los lagos que imponen el
nombre al distrito (Glasser y col. 2008). El paisaje fluvial pre-glacial fue eliminado por
la erosion glacial, estando actualmente dominado por valles cortos, amplios y profundos
(Glasser y col. 2008). En la vertiente oriental, en cambio, los glaciares fueron mas
restringidos en su extension, formando los tipicos glaciares de valles alpinos,
demarcados por morenas simples que atraviesan dichos valles. El paisaje fluvial pre-
glacial sigue estando intacto en gran parte, con valles fluviales bien desarrollados y
patrones de drenaje dendriticos. Se presenta un fuerte contraste entre el oriente y el
occidente de la Cordillera de los Andes tanto en el estilo de glaciacion como la
modificacion del paisaje por efecto de la misma (Glasser y col. 2008).

El sector central incluye el este y el oeste de la cordillera de los Andes entre los
44° S y los 51° S, desde el sur de la Isla de Chiloé en el limite septentrional hasta los
campos de hielo sur en el limite austral (Figura 1-2). Hay una fuerte influencia
geoldgica estructural y tectonica en el paisaje de esta region. En la vertiente oeste de los
Andes, grandes fiordos han sido labrados por antiguos glaciares, por lo que en la
actualidad es escasa la extension de tierra. Actualmente quedan dos grandes campos de
hielo (Campo de Hielo Norte y Campo de Hielo Sur) en este sector (Glasser y col.
2008).

El sector sur incluye las vertientes este y oeste de los Andes meridionales entre
los 51° - 56° LS, desde el sur de los campos de hielo Sur hasta la isla de Tierra del
Fuego.
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Figura 1-2: Mapa de la Patagonia con la posicion y distribucion de la capa de hielo en el
Pleistoceno, de Singer y col. 2004.

1.2.5 Redistribucion de las especies forestales patagonicas durante
los procesos de cambio climatico del Ultimo Maximo Glaciario

La distribucion de las unidades de vegetacion refleja la interaccion entre las
caracteristicas climaticas, geomorfologicas y edaficas en el area. Son particularmente
importantes entre ellas la disponibilidad de precipitaciones, su distribucion a lo largo del
afo, las caracteristicas térmicas en relacion al uso del agua y los mecanismos de
sobrevivencia adoptados por las plantas. La distribucion de los tipos de vegetacion y las
formas de crecimiento estdn correlacionadas con los pardmetros climaticos (Mancini
2002).
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El género ancestral Nothofagoxylon apareceria en el Oligoceno. Durante esta
época y el Mioceno y Plioceno (entre 36,5 y 5,3 millones de afios atrds) domind un
clima templado frio con un bosque con los elementos floristicos similares a los que
existen hoy en los bosques templados de Chile y Argentina, dominados por Nothofagus
y Podocarpus (Donoso 1998). Durante el periodo Cuaternario, existe poca informacion
referida a los cambios en la vegetacion, y la mas precisa se refiere a la ultima edad
glaciar. Se ha datado polen de especies del género Nothofagus en aproximadamente
41.000 afios antes del presente, tanto en el sector de Patagonia norte (39° S) como en el
sector de Patagonia sur (estrecho de Magallanes en areas actualmente ocupadas por
estepa). En el sector norte la zona habria estado cubierta por bosques de Nothofagus
dombeyi, Nothofagus alpina, Araucaria araucana y nuestra lenga (Donoso 1998).
Posteriormente toda esta area fue cubierta por glaciares, y paralelamente se produjo una
serie de erupciones volcanicas. Los cambios ocurridos en la vegetacion son poco
conocidos, abarcando algunos periodos especificos, como un estudio en la vegetacion
de Tierra del Fuego en un periodo interestadial hace 41.000 afios, que demuestra que en
esa época la vegetacion existente en la zona era mas abundante que la actual (Villagran
1996). En el mismo periodo, a los 39° S en Argentina, el analisis de polen muestra que
en sectores en que hoy existe una estepa arida, habia una flora abundante con presencia
de numerosas especies de Nothofagus (Villagran 1996). Durante el post glacial se
alternan en la Patagonia y Tierra del Fuego periodos secos y calidos con hiimedos y
frios, que implican la invasion de la estepa o invasion del bosque (Mancini 2002).

Una de las zonas mejor estudiadas en el periodo postglaciar es la Region de los
Lagos, en Chile. En el periodo anterior a los 13.000 afios AP se han las fases con
vegetacion herbacea pionera que precedieron a la colonizacidon del bosque en la Isla de
Chiloé. Entre los 14.000 y 13.000 afios AP, registros palinoldgicos de la Region de los
Lagos evidencian una simultanea y rapida expansion del bosque lluvioso y la fauna
asociada, siendo el elemento floristico dominante el Bosque Nordpatagonico hasta
alrededor de 9.500 afios AP (Villagran 1991). Con datos de distintos analisis de fosiles,
se concluye que la temperatura media durante el clima glacial fue entre 4 a 5° C menor
al clima actual, y el cambio de clima de modo glacial a interglacial ocurri6 hace
alrededor de 14.000 afios AP. Los cambios climaticos fueron répidos, y en un periodo
de 1.500 afios la biota glaciaria fue reemplazada por la biota de un bosque lluvioso
(Ashworth y Hogart 1993). Entre los 9.500 y 3.000 afios AP, se produjeron los cambios
mas notables en la composicion de los bosques templados de la Region de los Lagos,
observandose un retroceso de las Myrtaceas hacia los sitios mas ocednicos de la Isla de
Chiloé¢ y la expansion de los elementos Valdivianos en la depresion intermedia Chilena.
Estos cambios floristicos sugieren una disminucion de las lluvias durante este periodo.
En concordancia con esta interpretacion climatica, en los Andes se observd durante el
Holoceno temprano y medio un ascenso altitudinal de N. dombeyi, taxa higrofilo y
resistente al frio, y una notable expansién hacia el sur del bosque caducifolio de
Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. La estructura floristica actual del bosque templado de
la Region de los Lagos se establecido solamente hace 3.000 afios, con un aumento
paulatino de las lluvias hasta sus niveles modernos (Villagran 1991).

La primera hipdtesis desarrollada sobre la ubicacion de los refugios glaciarios en
la region durante el UMG postuld su localizacion exclusiva en la Cordillera de la Costa
(Villagran y Arnesto 1993). Sin embargo, posteriormente numerosos trabajos en
distintas especies abonaron la hipotesis de la presencia de varias areas libres de hielo
también al Este de la Cordillera de los Andes, las cuales se habrian constituido en
centros de expansion de la vegetacion luego de que el hielo se hubo retirado (Marchelli
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y col. 1998, Premoli y col. 2000, Pastorino y Gallo 2002, Marchelli y Gallo 2006, Gallo
y col. 2008, Azpilicueta y col. 2009, Marchelli y col. 2010, Premoli y col. 2010).

1.2.6 Definicion del area de estudio

En el amplio gradiente latitudinal que actualmente ocupa la lenga, se observa la
confluencia de variabilidad geomorfologica, climatica actual y pasada y de historia
glaciaria. Esta variabilidad de diversos aspectos determinantes de la historia evolutiva
de la lenga, promovi6 diferentes condiciones de retrocesos y avances de las distintas
poblaciones de la especie a lo largo de su éarea de distribucion. Unificando estas
perspectivas, es posible realizar una subdivision latitudinal de la porcidon continental de
la distribucion de la especie en tres zonas con condiciones distintivas geoldgicas,
geomorfologicas, de historia glaciaria, climaticas actuales y pasadas y de historia
evolutiva de la especie. Resumiendo la informacion presentada hasta aqui se describen:
una zona al norte de los 42° S, una zona intermedia entre los 42° S y los 45° S y una
tercera zona al sur a los 45° S hasta el Estrecho.

La zona intermedia, comprendida entre los 42° y 45° S, corresponde al sector sur
de los Andes Patagonicos Norte y constituye una zona de transicion entre las zonas
norte y sur, con caracteristicas peculiares dadas su geomorfologia e historia glaciaria. La
vegetacion es dominada por lenga y Nothofagus antarctica (Forster) Oerst. y las
poblaciones mas meridionales de N. dombeyi, con presencia de Nothofagus betuloides
(Mirb.) Oerst. y Nothofagus nitida Ann. K. K. Hofmus en la vertiente occidental de los
Andes. Paleoclimaticamente y glaciarmente presenta caracteristicas comunes al sector
norte y al sector sur, aunque a diferencia de lo para el sector Norte, no se han hallado
evidencias de poblaciones que hayan servido de posibles refugios glaciarios durante el
UMG. El limite sur de esta zona, ocupado actualmente por los lagos postglaciarios
Fontana y La Plata, corresponderia al sector glaciario sur, en donde una gran capa de
hielo cubrié toda la extension de los sitios ocupados actualmente por los Bosques
Andinopatagonicos (Villagran y col. 1996). El reavance de los bosques a estas latitudes,
responderia a la hipdtesis de la presencia de refugios glaciarios ubicados en la
Cordillera de la Costa y en el Valle Central (Markgraf 1983, Villagran 1991, Villagran
y Armesto 1993, Villagran y col. 1996). En el sector comprendido entre las latitudes 42°
y 44° S, como ya se describio, las cadenas montafiosas orientadas de norte a sur, pueden
haber actuado como barreras para el desplazamiento de las grandes masas de hielo
desde el sector mas humedo occidental (con excepcidon del mencionado valle transversal
del Rio Futaleufu, a los 43° S), creando potenciales sitios al oriente para la existencia de
refugios glaciarios (Martinez 2002).

Esta area central, localizada en la actual Provincia de Chubut, constituye por lo
tanto un area de especial interés por su peculiar geomorfologia e historia glaciaria.
Ambos factores pueden haber influido sobre los patrones actuales e historicos de
distribucién y variacion genética de la especie. La heterogeneidad propia de una zona de
transicion nos induce a la presuncion general de mayor variacion, tanto fenotipica como
genética de nuestra especie de interés: la lenga.
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1.3 Variacion genética: importancia, causas y estimacion
1.3.1 Fuerzas evolutivas modeladoras de la variaciéon genética

La evolucion puede ser definida como “los cambios acumulados en la
composicion genética de una poblacion” (Hartl 2000). Dicha evolucion acumulativa
ocurre primariamente por el cambio en las frecuencias alélicas y genotipicas de las
poblaciones a través del tiempo y el espacio, y estos cambios son modulados por las
llamadas fuerzas evolutivas: la mutacion, el flujo génico, la deriva genética y la
seleccion.

Mutacion: La mutacidon en un gen es un proceso de alteracion de la secuencia de
ADN en un cromosoma, refiriéndose tanto al proceso como al producto de dicha
alteracion (Futuyma 2005). Estas alteraciones pueden tener o no efectos en el aspecto
externo del individuo (fenotipicos), y se asume que comunmente se distribuyen al azar
en el genoma.

Flujo Génico: El flujo génico se define como el intercambio de genes entre
distintos individuos de una misma o diferentes poblaciones (Slatkin 1985). La magnitud
de este factor depende de la distancia entre los individuos, la movilidad de las gametas o
los propagulos (polen o semilla), el tamafio efectivo de la poblacion, la forma de
distribucién de las poblaciones (e.g. continuas, alargadas), y los mecanismos de
dispersion y / o apareamiento. Factores que restringen el flujo génico efectivo pueden
ser: el escaso numero de arboles reproductores, ambientes que dificulten la libre
circulacion del polen o semillas, y la presencia de barreras naturales fisicas o biologicas
(e.g. diferenciaciones en la fenologia de la floracion) (Spurr y Barnes 1980).

Seleccion Natural: El concepto de seleccion natural se define como la
reproduccion diferencial de los genotipos en una poblacion. Desde el momento en que
existen diferencias en éxito reproductivo de las distintas variantes genéticas, existe
seleccion natural. La seleccion natural requiere que la variacion fenotipica sea regulada
genéticamente y que dé lugar a diferencias en la aptitud reproductiva (Eriksson y col.
20006).

La aptitud reproductiva de un genotipo es su capacidad de contribucion con
genes para la siguiente generacion, y puede medirse a través del tamafio de su progenie
representada en la siguiente generacion (Falconer 1986). Puede entonces decirse que
expresa el resultado final de su desempefio en los procesos fisiologicos y de desarrollo,
y que las diferencias entre individuos en estos procesos se manifiestan en la variacion
de atributos mensurables que los reflejan. La aptitud reproductiva relativa de un
individuo se mide en referencia a la media de la poblacion. Si una poblacidon no se esté
expandiendo ni contrayendo, la aptitud media de sus individuos es 1.

La aptitud relativa puede ser expresada por una medida estadistica de las
diferencias entre los individuos en su capacidad de transferencia de genes a la
generacion filial. Los componentes de la aptitud son: la probabilidad de sobrevivencia a
edades reproductivas diferentes (viabilidad) y el nimero promedio de la descendencia
producida a través de las funciones femenina y masculina (fertilidades) y seleccion
gamética (Futuyma 2005).

La relacion entre el fenotipo y la aptitud a menudo puede ser descripta como uno
de los siguientes tres modelos de seleccion: para un rasgo cuantitativo (o sea una
variable continua), la seleccion es direccional si un fenotipo extremo es mas apto; es
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estabilizadora en caso de que el fenotipo intermedio es mas apto, o diversificadora (o
disruptiva) si ambos fenotipos extremos son mas aptos que el intermedio (Futuyma
2005). La relacion entre el fenotipo y la aptitud puede depender del ambiente, ya que las
diferentes condiciones ambientales pueden favorecer a diferentes fenotipos.

Vale la pena enfatizar que tanto la seleccion natural estabilizadora y direccional
originan una reduccion de variacion genética dentro de la poblacion, mientras que la
diferenciacion entre poblaciones se hace mas grande. Por tanto, es importante distinguir
entre la seleccion dentro de una poblacion individual y la seleccion que se lleva a cabo a
nivel de especie. Cuando se produce seleccion estabilizadora entre poblaciones con
rasgos ambientales diferenciales, operando en los dos extremos de la distribucidon de un
caracter biologico este proceso de seleccion convierte en disruptiva, siendo un
mecanismo que puede llevar a la especiacion (especiacion simpatrica) aunque €s poco
frecuente.

Deriva génica: Es el cambio en la frecuencias alélicas que ocurre por azar
debido al muestreo natural de los cruzamientos efectivos que se suceden en cada
generacion. Este efecto no se daria en una situacion hipotética de poblaciones de
dimension infinita. Sin embargo, dado que el tamaio de las poblaciones en la practica
no es infinitamente grande, siempre se verifica algun grado de deriva génica, aunque el
efecto s6lo se vuelve relevante en las poblaciones pequetias.

El predictor mas importante de la magnitud de la deriva génica es el tamafio
efectivo de la poblacion. Mientras mas pequefio es el nimero de descendientes de una
poblacién, mayor es el efecto de la deriva génica. El tamafo efectivo de una poblacion
es el nimero de individuos que intervienen en forma efectiva en los cruzamientos de la
poblacién y dejan consecuentemente descendientes. La variacion en el éxito
reproductivo disminuye el tamaifio de poblacion efectivo. En general, muchas
poblaciones naturales tienen tamafos efectivos menores que su tamafio sensal, ya que
una proporcion variable de los individuos que las componen no se cruzan, no producen
descendientes o lo hacen en forma despreciable. Por lo tanto la deriva genética es mas
importante que lo que a priori indicaria el tamafio poblacional estimado por el simple
conteo de individuos adultos.

En poblaciones con tamafo efectivo pequefio, este factor es mas importante que
los otros factores evolutivos. En estos casos, los alelos en baja frecuencia tienden a
perderse, y a fijarse los de mayor frecuencia a lo largo de un gran numero de
generaciones. La probabilidad de que un alelo particular se fije, cuando no hay otros
factores evolutivos que operen en la poblacion, es igual a su frecuencia inicial en la
poblacién (Whitlock y Philips 2001). Sélo los efectos de la mutacion o la migracion
desde otras poblaciones pueden contrarrestar este efecto, manteniendo asi un cierto
nivel de variabilidad en el equilibrio entre la tasa de pérdida de variantes alélicas por
deriva y la tasa de ganancia por mutacion o migracion. La deriva génica no descarta la
seleccion natural, s6lo que por el tamafio de la poblacion disminuye el efecto de ésta. La
deriva aunque cambia la frecuencia de los alelos en las poblaciones, y por lo tanto es un
factor de la evolucion, no aumenta la adaptabilidad de la poblacion.

En especies forestales, con marcada periodicidad en la floracion y fructificacion,
con ciclos ademas irregulares, este aspecto es muy relevante, ya que en los afos de
escasa floracion y/o fructificacion el numero de individuos que efectivamente se
aparean es mucho menor que el numero de individuos en edad reproductiva en la
poblacion.
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A largo plazo las poblaciones son muy sensibles a tamafios efectivos de
poblacién muy pequefios. Una sola generacion en la cual el tamafio de poblacion
efectivo tome un valor muy bajo puede causar mas cambios en la frecuencia alélica que
muchas generaciones en una poblacion de mayor tamafio.

Cuando una poblacion reduce su tamafio de forma drastica tanto por causas
naturales como antrépicas, desde el punto de vista genético este fendmeno se refiere
como un “cuello de botella”, caracterizado por un fuerte proceso de deriva génica.
Similarmente, un proceso migratorio, donde los nuevos propagulos arriban a un sitio
donde no esta presente la especie, de tal modo que se inicia un proceso de colonizacion,
se refiere como “evento fundador”. En este caso también la deriva genética tiene un
fuerte impacto sobre las frecuencias alélicas de la poblacion en formacion.

Relacionado con las fuerzas evolutivas descriptas anteriormente es necesario
presentar el concepto de plasticidad fenotipica, que es la capacidad de algunos
genotipos para responder a ambientes diferentes produciendo fenotipos distintos, sin
que se haya producido un cambio genético (Pigliucci 2001, Chambel y col. 2005). La
plasticidad puede manifestarse morfologica y fisiologicamente, y el rango de variacion
fenotipica de un mismo genotipo en diferentes ambientes para los caracteres
seleccionados constituye la norma de reaccion. Aun cuando se considera que la
plasticidad fenotipica no compromete al genotipo, la capacidad de una especie para
responder fenotipicamente y el grado de plasticidad de un caracter pueden estar bajo
control genético. Por otro lado, la variacion que pueda haber entre poblaciones de una
especie en la plasticidad de un caracter, no esta necesariamente correlacionada con la
variacion que pueda ocurrir en la plasticidad de otro caracter (Donoso y col. 2004).

1.3.2 Diversidad genética y variacion geografica

La diversidad genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en un grupo
biologico bajo estudio (Frankham y col. 2002), y es lo que hace que distintos individuos
presenten diferencias morfoldgicas y fisiologicas aun dentro de una misma especie, de
tal modo que algunos sean madas resistentes que otros a estrés bidtico o abidtico
(Ramanata y Hodgking 2002). Asi, la diversidad genética es la base para la
sobrevivencia y la adaptacion, de las que depende el éxito evolutivo. (Ramanatha y
Hodgkin 2002).

La variacion genética intraespecifica es comunmente abordada a distintos
niveles jerarquicos: en primer lugar la denominada variacion geografica que involucra
la variacion entre poblaciones localizadas en distintos sitios, y en segundo lugar la
variacion dentro de poblaciones, también denominada variacion genética intra-
poblacional (Zobel y Talbert 1994, White y col. 2007).

La variacion geografica hace referencia a las diferencias fenotipicas entre
arboles nativos creciendo en diferentes porciones del area de distribucion de una especie.
Los patrones geograficos de variacion en rasgos cuantitativos normalmente estan
asociados con patrones espaciales de variacion ambiental, sugiriendo que estos patrones
son primariamente el resultado de la seleccion (White y col. 2007). Existe una disciplina
especifica que estudia la variacion geografica: la genecologia, definida como el estudio
de la variacion intraespecifica en relacion con las condiciones ambientales (Aitken
2004). La variacién genética dentro de poblaciones se refiere a la variacion entre
familias de una misma poblacion y entre individuos de esas familias, y puede tener una
gran importancia relativa.



17

La forma en que se distribuye la variacion genética total de una especie entre y
dentro de sus poblaciones naturales es lo que llamamos su patrén de variacion genética.
Estos patrones de variacion genética reflejan la respuesta de las especies a las fuerzas
evolutivas operando dentro del medioambiente actual y pasado, y pueden decirnos como
las especies han evolucionado y pueden continuar evolucionando en el futuro (White y
col. 2007).

El estudio de la variaciébn geografica en el area de distribucion natural es
entonces el primer paso para entender el efecto relativo de las fuerzas evolutivas sobre
los acervos genéticos de una especie (White y col. 2007), las que en definitiva han sido
responsables de la modelacion de los patrones de variacion observados en la actualidad.
La variacion geografica es la variacion intraespecifica en relacion a las condiciones
ambientales del area de distribucion natural de la especie en consideracion. Su
importancia radica en que revela patrones de adaptacion de las poblaciones a sus
ambientes, resultantes de procesos de seleccion natural (Aitken 2004).

Los arboles individuales de una especie suelen variar bastante entre si, aun
cuando crezcan en el mismo sitio. Las diferencias que observamos (fenotipicas) entre
individuos, son el resultado de tres factores: los diferentes ambientes en los cuales los
arboles crecen, las diferencias genéticas entre los arboles y las interacciones existentes
entre el genotipo de los arboles y los ambientes en los cuales estos crecen. Muchas de
estas diferencias, especialmente las caracteristicas cualitativas, estdn controladas
genéticamente (Zobel y Talbert, 1994). Y muchas de esas diferencias genéticas han sido
modeladas por procesos de adaptacion a las condiciones ambientales. Un estudio de
variacion geografica busca, entonces, describir la variacion observada, pero también
discriminar cuanto de genética, cuanto de ambiente y cuanto de interaccion hay en los
patrones de variacion que observamos.

No so6lo es importante probar la existencia de variacion geografica, sino también
describir los patrones actuales que refleja la variacion existente. Numerosos estudios
morfologicos y morfométricos muestran una gran diversidad de patrones de variacion
geografica. A través de una recopilacion de estudios, Thorpe (1987) distinguid los
siguientes patrones de variacion geografica: clinal, categorica, de transicion, ecotipica,
en mosaico, de divergencia independiente de poblaciones aisladas, microgeografica, de
tendencias geograficas en la divergencia y combinada. Sin embargo, de todos ellos dos
son especialmente relevantes desde el punto de vista forestal: la variacién clinal y la
variacion ecotipica (White y col. 2007).

Una clina es un gradiente continuo observado en un rasgo medible el cual se
asocia con un gradiente ambiental (Daubenmire 1979, Zobel y Talbert 1994,
Morgenstern 1996). La clina, por definicion, estd basada en una sola caracteristica que
muestra variacion continua, la cual puede o no estar fijada genéticamente, y para una
especie dentro del area natural de distribucion puede haber una serie de clinas para
caracteristicas diferentes (Zobel y Talbert 1994). Cuando se puede asociar la variacion
clinal en un caracter con un componente genético, esto es evidencia de que la especie se
ha adaptado a través de la seleccion natural al gradiente del medio ambiente (White y
col. 2007).

Un ecotipo es un grupo de plantas con un acervo genético en comun que ocupan
un nicho ecolédgico especifico (Zobel y Talbert 1994). Los ecotipos no siempre son
distinguibles mediante caracteristicas morfoldgicas, y con frecuencia so6lo pueden
separarse a través de diferencias fisiologicas, las cuales estan relacionadas por lo
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general a la aptitud de sobrevivencia (Rehfeldt 1979). Este concepto fue originalmente
definido por Turesson (1922).

Dickinson y Antonovics (1973) investigaron el efecto de un ambiente variable y
seleccion estocastica en una poblacion finita por intermedio de un modelo de
simulacion, hallando una apreciable correlacién genotipo - ambiente. Diferencias en los
ambientes generan diferentes presiones de seleccion, que a la vez conducen a
heterogeneidad genética, y ambientes heterogéneos generan muy a menudo barreras al
flujo génico. Estas dos fuerzas actuando sinérgicamente (presion de seleccion
diferencial y barreras al flujo génico) producen variabilidad genética entre poblaciones
naturales (Linhart y Grant 1996). La diferenciacion entre poblaciones es el mayor
resultado de la evolucion (Eriksson y col. 2006).

De acuerdo con la clasica vision neo-darwiniana, la adaptacion a la variabilidad
ambiental se da principalmente por medio del mecanismo de seleccion natural,
generdndose (en tiempos evolutivos) un ajuste entre la frecuencia de los genotipos (y
sus fenotipos expresados) y el ambiente. De este modo, dada la existencia de variacion
genética dentro de las poblaciones, evolucionarian ecotipos adaptados a sus
microhdbitats particulares (Dickinson y Antonovics 1973, Linhart y Grant 1996). Sin
embargo, se ha demostrado que la plasticidad fenotipica y la diferenciacion de ecotipos
no constituyen alternativas mutuamente excluyentes de adaptacion a la heterogeneidad
ambiental en las poblaciones (Scheiner y Goodnight 1984, Schlichting y Levin 1984,
Macdonald y Chinnappa 1989, Andersson y Shaw 1994, Black-Samuelsson y
Andersson 1997) por lo que un mismo genotipo puede estar adaptado a diferentes
condiciones ambientales.

La metodologia de analisis es crucial para poder detectar la variacion geografica,
discriminar la raiz genética y ambiental de la misma, y dilucidar los patrones de
variacion subyacentes. El método del analisis de la varianza ha sido ampliamente usado
para detectar variacion asociada con rasgos ambientales utilizados como factores de
clasificacion, permitiendo asi reconocer la variacion ecotipica. El uso de la regresion
multivariada, en cambio, es la metodologia adecuada para detectar variacion clinal en
algin rasgo asociado a un gradiente ambiental. Clinas y ecotipos, lo mismo que
regresiones y analisis de variancia, no son conceptos mutuamente excluyentes, sino que
por el contrario pueden complementarse. Por ejemplo, el uso exclusivo de regresiones
puede llevar a pasar por alto discontinuidades, o a no reconocer poblaciones
individuales que se desvian significativamente de la regresion. A su vez, el hecho de
que dos poblaciones difieran significativamente no justifica llamarlas ecotipos, y debe
prestarse especial atencion a que las discontinuidades observadas en una especie no sean
una consecuencia artificial de un muestreo discontinuo (Callaham 1964). Especies de
amplia distribucion exhiben patrones muy complejos de variacion geografica que
incluyen clinas y ecotipos en un variado rango de escalas (White y col. 2007).

La principal metodologia para poder discriminar las bases genética y ambiental
de la diferencia entre arboles de distintos ambientes son los ensayos de ambiente comtn
(“common garden”). Estos son ensayos en los cuales distintas entidades genéticas (i.e.
poblaciones, familias, genotipos) son criadas en un mismo sitio, de tal modo de
controlar la componente ambiental, por lo que las diferencias que se manifiestan entre
las entidades ensayadas se asocian mayormente a la variacion genética (Frankham y col.
2002, Eriksson y col. 2006, White y col. 2007).
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1.3.3 Marco conceptual de los métodos de evaluacion de la
variaciéon geografica

Para el estudio de variacion de poblaciones naturales en caracteres cuantitativos
se utilizan dos tipos de abordajes: el analisis de la variacion natural y los ensayos de
ambiente comun. Los andlisis de variacion natural son estudios basados en el muestreo
estadisticamente adecuado de caracteres expresados in sifu, o sea en el ambiente en el
que vegeta naturalmente cada una de las poblaciones evaluadas. Caben dentro de estos,
por ejemplo, los estudios de variacion ecofisioldgica (Alberdi 1987), fenoldgica (Rusch
1993), de caracteristicas seminales (Donoso 1977, Donoso 1979 a y b, Werner 1986,
Donoso 1998, Marchelli y Gallo 1999, Ipinza y col. 2000), de caracteristicas foliares
(Hovenden y Vander Schoor 2003) y de crecimiento (Donoso y col. 1993) encontrados
en la literatura. En estos casos, si bien se pueden estudiar diferencias significativas entre
las distintas poblaciones para el cardcter elegido, no es posible diferenciar el
componente genético del ambiental dentro de la variacion observada. Por este motivo,
comunmente los andlisis de variacién natural se basan en caracteres de los que se
presume un alto control genético.

Los ensayos ideados para poder separar el componente genético del ambiental
son los ensayos de ambiente comun, propuestos por primera vez por Turesson en 1922.
Estos pueden ser de larga o de corta duracion.

Los ensayos de ambiente comun de corto plazo se utilizan comuinmente para
evaluar rasgos de alta relevancia adaptativa, por ejemplo momento de brotacion,
abscision foliar, resistencia a frio, resistencia a estrés hidrico o arquitectura del plantin
(e.g. Rehfeldt 1986, 1987; Aitken y col. 1996, Aitken y Adams 1997, O'Neill y col.
2000, 2001, Martinez-Trinidad y col. 2002, Cunningham y Read 2003, Nielsen y
Jorgensen 2003, Savolainen y col. 2004, Notivol y col. 2007, Pastorino y col. 2010). Se
pueden llevar a cabo en dispositivos experimentales instalados en el campo o en vivero,
pero siempre de una duraciéon de meses o unos pocos afios. Usualmente se trata de
ensayos de invernadero o cadmaras de crecimiento bajo condiciones altamente
controladas (experimentos manipulativos). El €xito de estos ensayos esta relacionado
con la correcta seleccion de los caracteres a evaluar, su disefio en funcién de las
condiciones ambientales controladas y el efectivo control de las condiciones de ensayo.
Muchos de estos ensayos se llevan a cabo para definir zonas o guias de transferencia de
semillas, o sea pautas para minimizar el riesgo de maladaptacion cuando se utiliza
comercialmente semilla de procedencia no-local.

Entre los ensayos de ambiente comun a largo plazo mas comunmente utilizados
en la investigacion forestal pueden citarse los ensayos de procedencia. Los ensayos
tradicionales de procedencia han sido ampliamente difundidos en la investigacion
forestal, originalmente ideados para orientar plantaciones forestales comerciales con
especies de valor economico. El objetivo principal de estos ensayos es asistir a la toma
de decisiones sobre la seleccion de los mejores origenes para reforestacion,
comunmente con propositos productivos. Estos tipos de pruebas de campo se han
llevado a cabo para cientos de diferentes especies de arboles forestales, existiendo un
amplio listado de excelentes trabajos realizados con esta metodologia (Callaham 1964,
Morgenstern 1996, White y col. 2007). Los ensayos de procedencia tradicionales
requieren 5 pasos (Aitken 2004): coleccion de semillas, produccion de plantines en
vivero, plantacion de ensayos a campo (en uno o multiples sitios), medicion de las
variables seleccionadas y evaluacion de las mismas.
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Las procedencias pueden representarse con el uso de semilla a “granel” (“bulk’)
de cada una de ellas o con semilla de familias de polinizacion abierta, incluyendo unas
10 o mas familias por procedencia (White y col. 2007). En el caso del uso de semilla a
granel se reduce el nimero de tratamientos por ensayo, pero a expensas de no conocer la
variacion familiar dentro de procedencias. En el caso de familias de polinizacion abierta
se trata de semilla de la que se conoce su madre pero se desconocen los polinizadores,
que se presumen multiples y ubicados en el bosque en el que vegeta el arbol cosechado.
Cuando el objetivo es caracterizar los patrones de variacion geografica clinal es mejor
muestrear mas origenes antes que mas arboles madres por localidad (White y col. 2007).

Otro tipo de ensayos utilizados para evaluar la variacion geografica son los
denominados de transferencia reciproca. Estos consisten en ensayos de procedencia a
campo en multiples sitios, donde siempre una de las procedencias a ensayar es la local.
De este modo se ensayan dos factores: las procedencias y los sitios, y el objetivo central
es poder poner a prueba la existencia de interaccion “sitio” por “procedencia”. Esta
interaccion es un tipo de interaccidon genotipo por ambiente que ocurre cuando las
procedencias no tienen una perfomance consistente para un rasgo medido a través de un
rango de ambientes experimentales (Aitken 2004, White y col. 2007). La existencia de
esta interaccion aporta a las hipotesis tanto de adaptacion local como de plasticidad
fenotipica (Pigliucci 2001).

1.3.4 Caracteres cuantitativos adaptativos y no adaptativos

Un caracter o rasgo es un aspecto de la totalidad o de una cierta porcion de los
patrones de desarrollo de un organismo. Un rasgo adaptativo es, entonces, un aspecto
del cual el patron de desarrollo tiene efecto sobre la sobrevivencia y/o reproduccion de
su portador en determinados ambientes (Dobzhansky 1956). En muchas plantas, algunas
caracteristicas de valor para la adaptacion a ciertas condiciones ambientales tales como
la frecuencia de la floracion, la produccion de semillas, el ritmo de crecimiento y la
tolerancia frente a las enfermedades, muestran variacion continua y se dice que son
cuantitativamente variables o se los llama rasgos cuantitativos puesto que no varian en
clases sino en la “cantidad” o grado de expresion del caracter. Estos caracteres estan
comunmente gobernados por la accion de multiples genes, por lo que se los denomina
poligénicos. La accion de estos genes es en cierto grado aditiva, pero también se dan
interacciones entre ellos, se traten de genes alelos de un mismo locus en el cromosoma
(relaciones de dominancia o codominancia), o de genes de diferentes loci (relaciones
epistaticas).

Algunos caracteres cuantitativos estan directamente relacionados con la
sobrevivencia y/o reproduccién de las plantas que los portan, denomindndoselos
“caracteres adaptativos™ (“fitness traits”) o caracteres de historia de vida (“life-history
traits”). En cambio existen otros que no afectan claramente la sobrevivencia o el éxito
reproductivo, y son denominados ‘“caracteres no adaptativos” (“non fitness traits”) o
rasgos morfologicos, ya que muchos de ellos se refieren a la forma de las plantas
(Mérila y Sheldon 1999, Roff'y Emerson 2006).

Tres grandes categorias de caracteres han sido citados a través de estudios
tedricos y empiricos como importantes para determinar la aptitud reproductiva de las
plantas: caracteristicas seminales (morfologicas y referidas al proceso de germinacion),
caracteristicas de crecimiento y arquitectura de plantas, y caracteristicas fisiologicas
asociadas con la captacion de recursos (Farris y Lechowicz 1990).
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Caracteres seminales: El tamaio de la semilla puede afectar su dispersion y
predacion, y el establecimiento, crecimiento inicial y sobrevivencia de la plantula
(Walters y Reich 2000, Moles y col. 2003, Moles y Westoby 2004, Quero y col. 2007),
teniendo por tanto importantes consecuencias ecologicas. Este rasgo funcional es
expresado comunmente a través del peso de la semilla, lo que permite comparaciones
indirectas de los componentes de aptitud mencionados (i.e. sobrevivencia, movilidad)
entre y dentro de poblaciones naturales. Diferencias de peso pueden reflejar efectos de
seleccion causados por factores ambientales tales como los determinados por la latitud o
altitud en la que han evolucionado las poblaciones consideradas. Por otro lado, la
densidad de la semilla medida en lotes de varias semillas (cominmente estas variables
se refieren a lotes de 1.000 semillas) estd influenciada por la relacion entre semillas
llenas y vanas, o semillas sanas y dafiadas por insectos o humedad (Hampton y Hill
2002). Existen numerosos trabajos en los que se describe la variacion del peso de
semillas entre y dentro de especies en una comunidad (Leishman y col. 2000) y sus
implicancias ecologicas. El tamafio de la semilla representa un balance (“trade-off’)
dentro de la estrategia de una especie, entre producir mas semillas pequenas versus
menos semillas grandes con una dada cantidad de recursos destinados para la
reproduccion. Con respecto a la variacion del tamafio de la semilla dentro de una misma
especie, Leishman y colaboradores (2000) citan trabajos en donde la variacion dentro de
la misma planta es mayor que la encontrada entre poblaciones y entre plantas, indicando
efectos del ambiente durante el desarrollo antes que variacién genética entre madres.
Este enfoque, sin embargo también es debatido. Silvertown (1989) cuestiona algunos
trabajos que concluyen que el tamafio de semilla de poblaciones est¢ bajo presion
estabilizadora, destacando asimismo que muchas plantas silvestres exhiben una marcada
plasticidad fenotipica y bajo control genético en este cardcter. Es importante remarcar el
efecto materno en este como en otros caracteres seminales (Schmidt y Antonovics 1986,
Roach y Wulf 1987, Michaels y col. 1988, Mousseau y Fox 1998, Vaughton y Ramsey
1998, Castro 1999, Gutermann 2000, Galloway 2001, Obeso 2002, Galloway y col.
2009entre otros), aunque también es abundante la bibliografia acerca del control
genético del caracter (Chaisurisri y col. 1992, Davidson y col. 1996, Pastorino y Gallo
2000).

Latencia y germinacion: El término latencia (o dormancia) se refiere a la
condicion de una semilla viable que impide que esta germine en presencia de los
factores que normalmente se consideran suficientes para la germinacion: temperatura
adecuada, humedad y oxigeno en el ambiente (FAO 1991). El fendmeno de la latencia
en las semillas, tanto fisica como fisiologica, es un mecanismo que asegura que la
germinacion en la naturaleza ocurra s6lo cuando las condiciones en el medioambiente
de crecimiento son las adecuadas para que la planta complete su ciclo de vida o pueda
formar sus estructuras vegetativas y reproductivas. Ha sido demostrada la ciclicidad
entre estadios insensibles y sensibles a factores que rompen la dormancia fisica en
semillas en el medioambiente natural en especies de las familias Fabaceas y
Convolvulaceas, siendo un fendmeno comun en semillas con capas impermeables al
agua (Jayasuriya y col. 2009). El grado de latencia puede variar entre las razas o
poblaciones de una especie. Spurr y Barnes (1980) citan que las razas o procedencias de
latitudes mas polares tienen mayor grado de latencia que aquellas de latitudes mas
ecuatoriales. Este aspecto es variable a su vez en funcién de las condiciones ambientales
en las que se encuentran los distintos arboles. Asimismo existen distintos procesos
involucrados en el fendémeno, dependiendo de si se trata de latencia fisiologica, fisica o
debido a inmadurez temporaria del embrion.
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Caracteristicas morfométricas de cotiledon: los cotiledones tienen una funcion
nutricional importante en el rapido establecimiento de las plantulas, tanto en especies
pioneras de semillas pequefias como en la especies de semilla mas grande: las plantulas
recién establecidas sustentan su provision de nutrientes mas en los cotiledones que en
los aportes del suelo (Milberg y Lamont 1997, Milberg y col. 1998).

Ritmo de crecimiento: En bosques templados la sincronizacion del ritmo anual
de crecimiento con el cambio estacional es critica. Las caracteristicas fenoldgicas que
implican adaptacion fisioldgica al ambiente se muestran en rasgos que comprenden una
secuencia anual de eventos, comenzando con la brotacion de yemas en primavera,
expansion del tallo, maduracion de las hojas, alargamiento cambial, desarrollo de yemas
y lignificacion, y concluye con la adecuacion de las estructuras al frio en el otofio
(Rehfeldt 1987). Se ha estudiado la variacion inter-poblacional en el ritmo de
crecimiento y en apertura y cierre de yemas en especies forestales de zonas templadas
como pino ponderosa y pino oregdn (Rehfeldt 1979, 1986, 1987, 1991), pino silvestre
(Eriksson y col. 2006, Notivol y col. 2007), Populus (Frewen y col. 2000), y en nuestra
region en ciprés de la cordillera (Aparicio y col. 2012). La resistencia a heladas en
especies forestales es un rasgo en el que se ha hallado una fuerte variacion entre
poblaciones. Estudios de ambiente comun en plantines y a campo han revelado una
variacion genética significativa entre poblaciones y la existencia de clines a lo largo de
gradientes ambientales. La resistencia a heladas puede incluir diversas estrategias de las
que se desprenden distintas variables de medicion, como el tiempo de inicio y
finalizacion de crecimiento, la dormancia de semillas o yemas, la duracion del periodo
de crecimiento o las cualidades de estructuras de resistencia como yemas protectoras de
los meristemas primarios (Howe y col. 2003). Dicha diferenciacion entre poblaciones
no es aleatoria, sino que esta asociada fuertemente con gradientes climdticos y
geograficos.

Numerosos autores (Rehfeldt 1983, 1984; Loehle 1998; Rehfeldt y col. 1999;
Vetaas 2001) han observado que la adaptacion de plantas lefiosas a sus ambientes
locales en regiones con limitaciones al crecimiento por bajas temperaturas implica un
compromiso (“trade—off’) entre la capacidad competitiva (i.e. crecimiento anual) y la
capacidad de sobrevivencia (i.e. rasgos de tolerancia a frio). Este compromiso estd
fuertemente ligado a la fenologia de brotacion y cierre de yemas y la consecuente
duracion del periodo de crecimiento, en un balance que busca por un lado escapar a las
heladas tempranas o tardias protegiendo los meristemas en estructuras estancas, y por
otro maximizar el crecimiento para ganar en la competencia con sus congéneres,
pudiendo este balance variar en diferentes estadios ontogénicos (Brubaker 1986, Stettler
and Bradshaw 1994, Hurme y col. 1997, Dunne y col. 2001). El estadio de plantin en
arboles es especialmente sensible (Campbell 1979, Brubaker 1986, Rehfeldt y col.
1999) por la gran variacion microclimatica cerca del piso del bosque debida a la
inversion térmica, pero también por grandes presiones ambientales (por ejemplo nieve o
avalanchas) y por menor resistencia intrinseca a ambientes estresantes en estadios
tempranos. Por lo tanto el ritmo de crecimiento de los arboles en el estadio de plantin
tiene un especial significado ecoldgico y adaptativo.

Arquitectura de planta: La morfologia externa de las plantas, considerando su
cambio en el tiempo, proporciona caracteres definidos genéticamente relacionados con
el ambiente en el que los individuos se han desarrollado (Perreta y Vegetti 2005). Sin
embargo no es tan clara su influencia en la aptitud reproductiva. Al respecto, Farris y
Lechowicz (1990) reportan en plantas anuales que su arquitectura puede influir
fuertemente en el rendimiento reproductivo. Sin embargo, Mérila y Sheldon (1999)
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sefialan que los rasgos morfologicos, tales como nimero de ramas, largo de entre nudos,
largo de ramas, angulo de insercion de ramas, o altura de plantas a una determinada
edad, usualmente estan sometidos a procesos de seleccion débil o estabilizante, con lo
cual, a pesar de estar bajo un fuerte control genético (Zobel y Talbert 1994), se
comportan como caracteres de bajo valor adaptativo. Pese a esta consideracion, los
rasgos morfologicos son incluidos en la mayoria de los estudios de variacion genética
cuantitativa de especies forestales por el valor r que tienen de los individuos en estudio,
por el valor ecologico y econdmico intrinseco de esos caracteres y también por la
facilidad de medicion de gran parte de ellos.

1.4 Objeto de estudio: la lenga

Nothofagus pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser es una especie nativa de los
bosques templados de Sudamérica, que mayormente forma masas boscosas puras. Su
distribucién geografica abarca la region cordillerana sur de Chile y Argentina, siendo
con Nothofagus antarctica las especies de mas amplia distribucién en la region. En
Chile se extiende desde los 35° 35" S hasta los 55° 31" S (Donoso 1993), mientras que
en Argentina el limite septentrional se ubicaria a los 36° 50" S (Dimitri 1972) (Figura
1-3)

Ocupa en toda la distribucion de los bosques andinopatagonicos el piso
altitudinal superior, formando la freeline. En la zona septentrional se distribuye por
sobre los 1.000 hasta los 2.000 m snm en la vertiente pacifica (Donoso 1993) y hasta los
1.700 m snm en la vertiente atlantica (Dimitri 1972). Hacia el sur va disminuyendo la
altitud de distribucion, hasta alcanzar el nivel del mar en Tierra del Fuego (Dimitri
1972, Donoso 1993, Tortorelli 2009).

Nothofagus pumilio es una especie caducifolia, al igual que otras tres especies
del género que crecen en Argentina, N. alpina (rauli), N. obliqua (roble pellin), y N.
antarctica (ire). Es un arbol de primera magnitud, de gran porte, con altura superior a
los 35 m en los sitios de mejor calidad, y didametros de hasta 1,50 m (Tortorelli 2009),
con ejemplares de gran longevidad, citdndose individuos de mas de 400 afios de edad
(Donoso 2009). En su limite altitudinal superior se desarrolla en forma achaparrada,
tortuosa y multicaule (Donoso 2007, Tortorelli 2009), formacion a la que se denomina
Krummholz en la jerga forestal.

La corteza en sus estadios juveniles es gris y lisa, con la presencia de lenticelas
caracteristicas del género. A medida que se desarrolla el ritidomis, con didmetros de
tronco superando los 20 - 30 cm, la corteza se vuelve rugosa, para terminar en placas
gruesas longitudinales en la senectud. Sus hojas son simples, alternas, de forma
oblonga, de entre 2 a 4 cm de longitud y 1,3 a 2,2 cm de ancho, de base obtusa o
levemente cordiforme, con frecuencia oblicua, borde crenado, tipicamente doblemente
crenado entre dos nervaduras, peciolo corto, con nervadura central prominente y nervios
laterales paralelos entre si (Tortorelli 2009). Es una especie diclino monoica, con flores
masculinas solitarias al igual que las femeninas, estas ultimas dispuestas en las axilas de
las hojas. El fruto es un aquenio de seccion transversal triangular, de entre 6 a 9 mm de
longitud y 4 a 6 mm de ancho, sujeto por una cupula de dos valvas atrofiadas. La
floracidon ocurre de octubre a enero, y la madurez del fruto entre enero y abril (Donoso
2009).
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Figura 1-3: Distribucion geografica de Nothofagus pumilio (de Premoli 2004).

A lo largo de su distribucion latitudinal, los bosques de lenga constituyen
comunidades monoespecificas en el limite altitudinal arboreo (Dimitri 1972, Donoso
1981, Donoso 1993, Tortorelli 2009). En la faja inferior de su distribucion altitudinal se
suelen asociar con distintas especies en funcion del gradiente latitudinal. En la vertiente
occidental de la Cordillera de los Andes forma bosques mixtos con N. obliqua y N.
alpina en el norte de su distribucion (Donoso 1993), y entre los 38° y 40° S suele
consociarse con Araucaria araucana, N. dombeyi y ocasionalmente con N. alpina
(Donoso 2009). En el lado argentino, la consociacion con N. dombeyi se desarrolla hasta
los 44 ° S, en el area con mayores precipitaciones. Con N. antarctica, si bien se solapan
en toda su distribucion latitudinal, no forman bosques mixtos, pero si se produce una
zona de contacto entre las dos especies en el limite inferior altitudinal de lenga y el
limite altitudinal superior de fiire. En el 4rea mas austral de su distribucion, la especie se

encuentra asociada con N. antarctica y N. betuloides, con amplio predominio de lenga
(Tortorelli 2009).

El escenario ya , climaticamente cambiante, con ambientes hostiles para la
sobrevivencia de flora y fauna, periodicos ciclos glaciarios e interglaciarios, gran
heterogeneidad ambiental de condiciones edaficas y geomorfologicas, implico
continuos avances y extinciones locales de las distintas especies. La lenga en su actual
distribucién geografica ocupa sitios que durante la ultima glaciacion estuvieron
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cubiertos por gruesas capas de hielo, con condiciones ambientales que imposibilitaron
su presencia en dichas zonas. Estas modificacion es en su distribucion geografica sin
dudas han debido tener un efecto sobre los patrones de variacion genética de la especie,
tanto entre poblaciones como dentro de ellas, producto de sucesivos eventos de “cuello
de botella” acontecidos durante procesos de extincion local, y “efectos fundadores” que
devinieron en los posteriores re-avances de la especie. Estos procesos seguramente han
contribuido a la diferenciacion entre las poblaciones.

Su vasta distribucion geografica implica una gran amplitud ecoldgica para la
especie (Donoso, 1995), encontrandose sus bosques expuestos a tres gradientes
ambientales principales: el de precipitaciones, el latitudinal y el altitudinal (Bava 1999,
Premoli 2004, Donoso 2006).

En el gradiente latitudinal del area de distribucion de la especie hemos descrito
tres zonas en funcion de caracteristicas geoldgicas, geomorfoldgicas, climaticas y de
historia glaciaria. Se puede asumir que cada una de las tres zonas impuso una historia de
vida diferente a las poblaciones de la especie que las ocupaban. Hacia latitudes mayores,
la extension de la capa de hielo del UMG pudo haber restringido la persistencia in situ,
mientras que mas al Norte, la especie puede haber sobrevivido en distintos refugios
glaciarios y posteriormente haber sido sometida a fuerzas de seleccion como el fuego y
la sequia, con potenciales impactos en la demografia y composicion genética de las
poblaciones. La denominada zona central, que es nuestra area de estudio y se
corresponde aproximadamente con la porcion de la distribucion actual ubicada en la
provincia de Chubut, presenta caracteristicas geomorfoldgicas, paleoclimaticas y de
historia glaciaria particulares que permiten considerarla como una zona de alta variacion
ambiental presente y pasada. Dentro de esta zona central pueden presumirse distintas
fuerzas evolutivas actuando sobre las poblaciones de lenga que la ocupan, entre las que
se destacan la deriva genética en relacion con la historia glaciaria que varia en funcion
de la latitud, y la seleccion natural, presuntamente determinada por el gradiente de
precipitaciones de direccion este-oeste y el gradiente altitudinal.

1.5 Finalidad, objetivo e hipdtesis

En base a los conceptos introducidos me propongo la siguiente finalidad y su
consecuente objetivo bajo la puesta a prueba de las hipotesis seguidamente enumeradas:

1.5.1 Finalidad

Contribuir a la conservacion y uso adecuado de los acervos genéticos de la
lenga, aportando informacion relevante para el manejo del bosque natural y la
implantacion de la especie en sistemas productivos y acciones de restauracion
ecologica.
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1.5.2 Objetivo general

Estudiar la variacion geografica de la lenga en caracteres adaptativos tempranos
relevantes para su domesticacion y el manejo de los bosques naturales.

Hipotesis general: La gran heterogeneidad ambiental y la historia glaciaria reciente en
el area de distribucion de la lenga en la actual Provincia de Chubut han originado
diferencias en caracteres adaptativos tempranos entre las poblaciones naturales
ubicadas en esa region.

Hipotesis 1. Los contrastantes ambientes ocupados actualmente por la lenga en la
Provincia de Chubut, determinados por marcados gradientes de precipitaciones y
altitudinales, han determinado procesos de adaptacion local por efecto de la seleccion
direccional, que se evidencian en caracteres relevantes para la aptitud reproductiva.

Hipotesis 2: La particular historia glaciaria de la especie en la actual Provincia de
Chubut ha generado diferenciacion entre las poblaciones naturales que alli se
encuentran, la que puede verificarse tanto en caracteres de alta como de baja aptitud
reproductiva y responde a un patron latitudinal.

Hipotesis 3: La variacion genética y fenotipica de la lenga en caracteres cuantitativos
responde a una variacion clinal ocasionada por el gradiente altitudinal que ocupan sus
poblaciones naturales.

Hipotesis 4: Los morfotipos de lenga ‘“rastrero”, “arboreo” y “achaparrado” son
expresiones de adaptacion local a ambientes diferenciales.

Hipotesis 5: Las poblaciones de Nothofagus pumilio creciendo en ambientes
contrastantes régimen precipitaciones, en latitud y en altitud se han adaptado
localmente a dichos ambientes. La diferenciacion genética entre las diferentes
poblaciones, evidencian procesos de seleccion operando actualmente y permite inferir
acerca de la importancia relativa de dichos factores en el proceso de evolucion de la
especie.
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2.1 Muestreo

En cada nivel ontogénico, e incluso en cada ensayo dentro de estos niveles, las
poblaciones representadas no fueron siempre las mismas, y en muchos de los casos las
muestras fueron tomadas en afios distintos. Esto se debid a la irregular produccion de
semillas en las poblaciones naturales de la especie. Aunque la intencion fue realizar los
distintos ensayos para un mismo set de poblaciones e individuos, y por mas que se
pusieron esfuerzos en este cometido, lamentablemente no fue posible cumplirlo.
Muchas de las veces nos encontramos con una carencia total de semillas en los bosques
que visitamos, o alternativamente con una cantidad insuficiente para llevar a cabo todos
los ensayos programados. Esto nos obligd a buscar semillas en poblaciones alternativas,
o a reintentar la cosecha de las mismas en los afios sucesivos. En cualquier caso, cada
poblacidén siempre estuvo representada por una mezcla de semillas de polinizacion
abierta (o las plantas derivadas de ellas) provenientes de entre 15 y 20 arboles
cosechados un mismo afo. Se procurd una distancia minima de unos 30 m entre
individuo para reducir la probabilidad de muestrear arboles emparentados. La cosecha
se llevo a cabo cortando los ramilletes fructiferos con tijeras montadas sobre pértigas,
conservando la identidad del arbol madre hasta la conformacion de las mezclas de
semillas remitidas a los distintos ensayos, momento a partir del cual se mantuvo solo la
identificacion de cada poblacion. So6lo en los ensayos de variacidon intra-poblacional se
mantuvo la identificacion de las familias de polinizacion abierta en todo momento.

En la Tabla 2-1 y la Figura 2-1 se incluyen todas las poblaciones muestreadas
para el desarrollo de esta tesis. En cada capitulo especifico y en cada ensayo en
particular se detallaran cudles fueron las poblaciones representadas.
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Tabla 2-1: Poblaciones incluidas en al menos uno de los ensayos de la tesis: ubicacion,
precipitacion media anual estimada por interpolacion en el mapa de isohietas, afio de
cosecha y nimero de arboles cosechados.

Poblacion Latétud L?jn\%tu A P-MA. co@ggha c':;séh
LV Lo. Villarino 42°40° 71°37° 1.000 700 2003 15
LHb  Co. La Hoya bajo 42°49° 71°16°  1.000 500 2003/05 15/20
LHm Co.LaHoyamedio | 42°49" 71°16°~ 1.250 500 2003/05 15/20
LHa Co. La Hoya alto 42°50° 71°15°  1.450 500 2003/04/05 15/15/20
AG Ao. Guanacos 42°50° 71°16°  1.100 500 2003/04/05 1515/20
Hb Huemules bajo 42°49° 71°27°  1.000 700 2003/05 15/20
Hm Huemules medio 42° 48"  71° 27 1.200 700 2005 20
Ha Huemules alto 42° 47 71°29° 1.400 700 2005 20
LZ Lgna. La Zeta 42°50° 71°18"  1.000 600 2003 15
NPb  Nahuel Pan bajo 42°59° 71°12°  1.000 400 2005 20
NPm Nahuel Pan medio 42°58°  71° 117 1.200 400 2005 20
T Trevelin 43°04° 71°34° 1.100 1.000 2003/05 15/20
SC Sierra Colorada 43°12° 71°20° 1.050 700 2003 15
Ba Lo. Baguilt 43°16° 71°35  1.100 1.200 2003 15
SM San Martin 43°49° 70°45"  1.500 300 2005 20
LG Lo. Guacho 43°49° 71°27° 1.150 800 2003/05 15/20
LE Lo. del Engafio 43°50° 71°33° 1.000 1.000 2005 20
RP Rio Pico 44°02° 71°26° 1.000 600 2005 20
Me Las Mulas este 44°20° 71°09°  1.050 500 2003 15
Mo Las Mulas oeste 44°20° 71°12° 1.100 600 2003 15
RU Rio Unién 44°50° 71°38"  1.000 700 2005 20
AP Ao. Perdido 44°50° 71°44° 1.000 1.000 2005 20
LFe Lo. Fontana este 44° 51"  71° 217 1.000 500 2005 20
LFo Lo. Fontana oeste 44°53" 71°31°  1.200 600 2005 20
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Figura 2-1: Poblaciones de lenga cosechadas, ubicadas sobre un mapa regional de la
distribucién natural de la especie (DGByP Chubut 1997) con isohietas delineadas
(Barros y col. 1979) y con el trazado del borde oriental del tltimo maximo glaciar
(Glasser y col. 2008).
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2.2 Mediciones seminales

Para estudiar la variacion natural de la especie en caracteres seminales se
consideraron las variables peso de 100 semillas (P), largo de semilla (L), ancho de
semilla (4) y la relacion largo sobre ancho de semilla (L/4). Luego de mezclar las
semillas de todas las familias de cada poblacién, para determinar P se tomaron 300
semillas al azar de cada poblacidn incluida en los distintos analisis. Estas muestras se
dividieron en 3 réplicas que fueron pesadas con una precision de décima de gramo. Para
determinar el largo y el ancho de la semilla se tom6 una muestra de 20 semillas de cada
poblacion y se midid cada una con calibre hasta la décima de milimetro. Cada una de las
veinte semillas medidas fue cortada, consignandose si estaba llena o vana. La variable
de semilla vana fue utilizada en dos andlisis: por un lado para estudiar la variabilidad
del caracter entre los efectos fijos analizados (sitios de precipitacion, variacion
latitudinal, altitudinal y morfotipos) y por otro lado correlacionar el peso de la semilla
con el porcentaje de semillas llenas. El andlisis de la variable semillas llenas, fue
realizado considerando a esta variable como binomial, tal como sera explicado con mas
detalle en el apartado Metodologia estadistica.

2.3 Ensayos de ambiente comun en vivero

Para el establecimiento de los distintos ensayos en invernaculo se produjeron
plantulas en el vivero del Campo Experimental Agroforestal. La siembra se realizo
dentro de invernaculo, en agosto de 2005, en bandejas plasticas transparentes con tapa,
sobre algodon y papel tissue embebidos en agua. Se mantuvo la humedad entre el 90 y
100%, sin control de temperatura. Previamente las semillas fueron estratificadas en frio
hiimedo por un periodo de 60 dias. A medida que las semillas iban germinando, las
plantulas fueron repicadas a tubetes de 250 cm’ de forma cénica (tubetes individuales
Dassplastic® 250 en bandejas de 54 cavidades) rellenados con sustrato inerte (turba-
arena volcanica en proporcion 2:1).

Con respecto al disefio de los ensayos en vivero, si bien las condiciones en
invernaculo son presuntamente controladas, de todos modos no pueden evitarse
gradientes de temperatura, luminosidad o riego, por lo que se opté por un disefio en
bloques, lo cual posibilité mayor elasticidad en la distribucion de las parcelas que
ocuparon una amplia superficie de mesadas. Ademas, hubo una segunda fuente de
variacion, la fecha de repique, el cual se hizo de manera secuencial, repicandose
primeramente las plantas del bloque 1, posteriormente las del bloque 2 y por ultimo las
del 3. La germinacion ocurri6 durante un mes después de la siembra, por lo que puede
estimarse que la diferencia de tiempo de repique entre las plantas de cada bloque fue de
aproximadamente una semana.

Las plantas se criaron por dos temporadas de crecimiento, proveyéndoles riego
por microaspersion y nutriéndolas por medio de un sistema de fertirrigacion.

Durante la segunda temporada de crecimiento se midid en forma repetida la
altura total de cada plantin desde el cuello hasta la yema terminal del vastago principal,
con una precision de 1 mm. Las mediciones se realizaron desde el final de la latencia
invernal (considerado el dia 0 en el modelo), repitiéndose cada una o dos semanas
durante 3 meses, y completando con una medicion final para verificar la finalizacion del
crecimiento. La fecha de inicio de medicion fue fijada por el momento en el que los
primeros plantines del ensayo comenzaron a hinchar las yemas (atin cerradas), y la final
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cuando en el 90% de los plantines la medicion ulterior no difiri6 de la anterior y se
habia producido el cierre de las yemas vegetativas.

Con los valores de altura medidos se ajustaron por regresion no lineal curvas
explicativas del crecimiento individual de cada planta. Para el ajuste de las mismas se
utilizé el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 1 Software, San Diego CA, USA).
Para simular el crecimiento individual de cada plantin se ajust6 una funcidn sigmoidal
simétrica, escogiéndose entre ellas la funcion de Boltzmann, ya utilizada en otra especie
forestal (Aparicio y col. 2012), y cuyo algoritmo de calculo es:

Ht=H0+Hf+§£t)

1+e* s

en donde Ht es la altura de la planta [mm] al tiempo ¢ (en dias después de la primer
medicion), HO [mm] es la asintota inferior de la curva (altura al inicio de la segunda
[temporada de crecimiento), e es el nimero de Euler, Hf [mm] es la asintota superior de
la curva (altura al finalizar la segunda temporada de crecimiento), 7’5y [dias] es el tiempo
necesario para llegar a la mitad del periodo de crecimiento (tiempo medio), y S [dias]
describe la pendiente de la curva (valores mas altos implican curvas mas achatadas).

Se obtuvieron adicionalmente cuatro variables de cada curva ajustada: iniciacion
de crecimiento (77;9) y cesacion del crecimiento (7), los cuales son el tiempo necesario
para realizar el 10% y 90 % de la altura total respectivamente (Notivol y col. 2007); la
duracion del crecimiento (Dur, en dias), que fue calculada como la diferencia entre 7Ty
menos 7Tjp; y la tasa maxima de crecimiento (7asa en mm/dia), que es la derivada
primera en funcién del tiempo de la ecuacion de Boltzmann valuada en T’sy. El tiempo 0
para el modelo corresponde a la primera medicion efectuada, o medicion base, antes de
hinchar la yema. Cabe aclarar que Dur es matematicamente una combinacion lineal de S,
por lo que el andlisis de ambas variables arrojard exactamente el mismo resultado. De
todos modos se prefiere reportar el resultado de las dos, ya que su interpretacion resulta
mas clara.

Ademas de estas variables derivadas del ajuste individual de una curva de
crecimiento para cada plantin, también se midieron diversas variables arquitecturales al
terminar la segunda temporada de crecimiento y luego de producido el cierre de yemas.
Se midio la longitud final del tallo (L) con una precision de 1 mm, el diametro del tallo
a la altura de cuello (D) con calibre manual y una precision de 0,5 mm, el nimero de
yemas en el eje principal (NY), el nimero de ramas de primer orden (NR/), la longitud
de la rama de primer orden mas gruesa (LRI), el nimero de ramas de segundo orden
(NR2), la longitud de rama de segundo orden mas larga (LR2) y la pérdida de apice (PA).

Posteriormente se calcularon tres variables derivadas de las primarias: longitud
media del internodo (L/NY), la relacion entre longitud del eje principal y didmetro del
tallo (L/D), cuya evaluacion da una idea de la esbeltez de la planta (“indice de esbeltez”),
la relacién entre longitud del eje principal y el nimero de ramas de primer orden
(L/NRI), también denominada “ramosidad”, y por ultimo, la relacion longitud del eje
principal y longitud de la rama de primer orden mas larga (L/LRI) cuya evaluacion
brinda informacion sobre la relacion de dominancia del eje principal (Pastorino y col.
2010), y puede por lo tanto denominarse “indice de dominancia”.
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2.4 Ensayos de ambiente comun en el campo

Para el establecimiento de ensayos en el campo se produjeron plantas también en
el vivero del Campo Experimental Agroforestal de INTA en Trevelin. La técnica de
produccion fue mejorando conforme ganamos experiencia con la especie. Asi
comenzamos con la implantacion de plantas de 2 afios, 1+1 (1 afio de tubete en
invernadero y 1 afio en almacigo), luego plantas de 2 afios, 2+0 (dos afios en tubete en
invernadero) y finalmente plantas de 1 sola temporada de crecimiento en tubete en
invernadero.

Al finalizar el primer afio de crecimiento de cada ensayo se registro la
sobrevivencia de plantas, la presencia de apices secos, el ramoneo de liebre y el
crecimiento logrado en ese afio, que secalcul6 por diferencia entre altura final y altura
inicial, medidas con una precision de 0,5 cm. Las variables sobrevivencia, dafo por
liebre y éapice seco se evaluaron como binarias, mientras que el crecimiento como
variable continua. El crecimiento se calculo para las plantas vivas, sin dafio de liebre y
que no presentaron apice seco al finalizar la temporada de crecimiento.

2.5 Metodologia Estadistica

El método general de comparacion entre los distintos factores analizados ha sido
el andlisis de la varianza (ANOVA). Se utiliz6 esta prueba para testear diferencias
significativas entre las medias de los distintos factores y de las distintas interacciones si
las hubiese, utilizdndose para ello un valor de o = 0,05. La aplicacion del ANOVA
requiere el cumplimiento de una serie de supuestos. En primer lugar, las observaciones
de los diferentes sujetos han de ser independientes entre si. En segundo lugar, los
errores experimentales son aleatorios y se distribuyen normal e independientemente con
media igual a cero y varianza comun. En tercer lugar, las matrices de variancia-
covariancia de las medidas de cada grupo han de ser iguales entre si (supuesto de
homogeneidad). Por ultimo, la matriz de variancia-covariancia intragrupo ha de
satisfacer el supuesto de esfericidad, es decir, las variancias de las diferencias entre los
distintos pares de medidas repetidas deben ser homogéneas (Steel y Torrie 1992, Arnau
y Ballerka 2004).

Si bien la mayor parte de los disefos utilizados en los distintos ensayos
incluyeron factores de efectos fijos (para los que se prob¢ la diferencia de sus medias)
en varios de ellos también se incluyeron factores de efectos aleatorios, para los cuales se
prob¢ la diferencia de sus varianzas. Estos casos condujeron a la utilizacion de modelos
lineales de efectos mixtos. Los factores de efectos fijos son aquellos cuyos niveles son
limitados (porque no existen mas que los considerados o s6lo son de interés los
considerados) y son los que efectivamente se ponen a prueba. En nuestro caso un factor
de efectos fijos serd, por ejemplo, el morfotipo de las plantas evaluadas, ya que los
morfotipos que forma la especie son sélo tres, y las pruebas que llevemos a cabo con
ellos por lo tanto nos permitirdn extraer conclusiones exclusivamente para esos tres
morfotipos. Los factores de efectos aleatorios, en cambio, son aquellos de los que
podemos considerar que existen infinitos niveles, y que los niveles que efectivamente
consideramos en nuestros ensayos son solo una muestra de todos los existentes. Asi, las
conclusiones que saquemos con nuestras pruebas seran validas no solo para los niveles
ensayados sino para todos los existentes. En nuestro caso, la familia de polinizacién
abierta de las plantas evaluadas serd un factor de efectos aleatorios, ya que las familias
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que representamos en nuestros ensayos no tienen un particular interés en si mismas,
sino como representantes de todas las familias existentes.

La ventaja mas importante de los modelos de efectos mixtos es que permiten
considerar simultdneamente todos los factores que potencialmente contribuyen a la
comprension de la estructura de los datos, incluyendo los especificamente manipulados
(tanto fijos como aleatorios) como también covariables unidas a los factores evaluados.

A fin de probar la significancia de los efectos aleatorios en el modelo, se
utilizaron tests de cocientes de verosimilitud (likelihood ratio test. LRTs) (Faraway
2006). El método de méxima verosimilitud es un procedimiento que permite estimar los
parametros de un modelo probabilistico, o los coeficientes de un modelo matematico, de
tal manera que son los mas probables a partir de los datos obtenidos. La funcién de
verosimilitud permite comparar modelos, por ejemplo dos modelos en el que en uno de
ellos se incluye una variable adicional con respecto al primer modelo, que se distribuye
seglin una chi’ con grados de libertad igual a la diferencia de parametros entre modelos
(en este caso es 1). Se lo denomina contraste de verosimilitud. Si el contraste resulta ser
no significativo aceptamos que la incorporacion de la nueva variable no mejora
sensiblemente la verosimilitud del modelo y por tanto no merece la pena incluirla en él.
Las diferencias en la funcion de verosimilitud se alteran arbitrariamente con la escala de
medida, por lo que la forma adecuada de compararlas es mediante cocientes. De ahi que
cuando se comparan modelos que han sido estimados mediante este procedimiento se
hable de cociente de verosimilitud o razén de verosimilitud (likelihood ratio).

Para la determinacion de la significancia en los factores de efectos fijos, se
aplicd una estimacion MCMC (Monte Carlo Markov Chain) utilizando para ello el
paquete estadistico rlanguage del programa de uso libre R (R version 2.11.1, the R
Foundation for Statistical Computing 2010) a posteriori del modelo MLM (modelo
lineal mixto) para los pardmetros con distribuciéon normal (Baayen y col. 2008). Los
métodos de Monte Carlo son métodos numéricos usados para calcular, aproximar y
simular expresiones o sistemas matemadaticos complejos y dificiles de evaluar. Los
métodos MCMC se basan en el disefio de una adecuada cadena de Markov. Bajo ciertas
condiciones estas cadenas convergen a una densidad estacionaria invariante en el
tiempo. La idea fundamental de los métodos MCMC es la generacion de una cadena de
Markov cuya densidad estacionaria coincide con la densidad que se quiere muestrear.
Las cadenas de Markov son procesos estocasticos en el que la probabilidad de que
ocurra un evento depende del evento inmediatamente anterior. Por lo tanto, los métodos
MCMC producen numeros aleatorios correlacionados entre si.

Para analizar las variables con distribucion binomial (e.g. presencia/ausencia de
apices secos, vivos/muertos, semillas llenas), tradicionalmente se aplica la
transformacion del arcoseno para la raiz de proporciones (Steel y Torrie 1992). Sin
embargo esta metodologia presenta algunas desventajas respecto al uso de la
informacion binaria tal cual es, sin su transformacidon en proporciones, por lo que estad
siendo sustituida por el empleo de modelos lineales mixtos generalizados, MLMG
(Jaeger 2008), que han desarrollado potentes herramientas para el analisis de variables
categoricas (Bates 2007). En este caso, entonces, analizamos estas variables como datos
binarios con el paquete /me4 (Bates y col. 2010) de R. La funcion /mer de dicho paquete
implementa la aproximacion de Laplace en vez de algoritmos de maxima verosimilitud
restringida (REML, segln su sigla en inglés), que son los cominmente utilizados en los
modelos lineales mixtos. La maxima verosimilitud restringida (o residual o reducida) es
una forma particular de estimacion de maxima verosimilitud que no tiene estimaciones
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de base en un ajuste de maxima verosimilitud de toda la informacion, sino que utiliza
una funcion de probabilidad calculada a partir de un conjunto transformado de datos,
por lo que los parametros de molestia no tienen ningin efecto. En el caso de la
componente de estimacion de la varianza, el conjunto de datos original se sustituye por
un conjunto de contrastes calculados a partir de los datos, y la funcion de probabilidad
se calcula a partir de la distribucion de probabilidad de estos contrastes, de acuerdo con
el modelo para el conjunto completo de datos. En particular, REML se utiliza como un
método para ajuste de modelos lineales mixtos. En contraste con la estimacion de
maxima verosimilitud anterior, REML puede producir estimaciones insesgadas de los
parametros de varianzas y covarianzas.

Los analisis de la varianza, correlaciones, regresiones, Test de Tuckey y graficos
estadisticos se realizaron con el programa estadistico INFOSTAT (Di Rienzo y col.
2012).

2.6 Parametros de Variacion Genética

La existencia de variacion en caracteres cuantitativos es evidente entre
individuos, y es asi como podemos diferenciarlos por tamafio, peso y forma. Sin
embargo, esta variacion se debe tanto a causas genéticas como ambientales. En
consecuencia, se requieren métodos para determinar la cantidad de variacion que se
debe a diferencias genéticas hereditarias entre los individuos y la cantidad debida al
medio ambiente.

Un objetivo central en un estudio de variacion fenotipica es su particion
atribuible a diferentes causas. La magnitud relativa de estas componentes determina las
propiedades genéticas de la poblacidn, y en particular el parecido entre parientes. El
grado de variacion puede indicarse con la varianza de los caracteres considerados. El
total de la varianza de cada caracter es la varianza fenotipica, que es la suma de las
componentes separadas. En un modelo basico general decimos que la varianza
fenotipica es la suma de la varianza genética mas la varianza ambiental.

Ve=Vs+ Vg

De la misma manera en que la varianza fenotipica puede ser dividida en sus
componentes genético y ambiental, la varianza genética Vs puede a su vez ser
particionada en la variacion genética aditiva (V), la variacion genética de dominancia
(Vp) y la variacion genética epistaticao de interaccion (V7). También en este caso, puede
representarse por medio de una formula:

Ve=V,4+Vp+V;

Los términos “aditiva”, ‘“dominancia” y ‘“epistatica” no indican formas
especificas de accion génica, como en el caso de las formas de herencia de los
caracteres cualitativos. Los términos correctos son ‘“variacion genética aditiva”,
“variacion genética de dominancia” y “variacion genética epistatica” (accién no génica)
y se refieren a componentes especificos de la variacion producidos por todo el genoma y
no solo por uno o dos genes. Cada uno de estos componentes tiene importantes
implicaciones para la conservacion (Frankham 2002):
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* V, y especialmente la relacion Va/Vp (a la que se denomina
heredabilidad) refleja el potencial evolutivo de adaptacion de la
poblacioén para el caracter en estudio.

* Vprefleja la susceptibilidad de la poblacion a depresion por endocria.

* Vi influye en los efectos de la exogamia, ya sean beneficiosos o
deletéreos

La variacidon genética aditiva es el componente genético debido a los efectos
aditivos de todos los alelos. Puede expresarse diciendo que es la suma de los valores
que aporta cada alelo a la produccion del cardcter. Algunos alelos contribuyen en
medida considerable, otros en medida reducida, algunos no contribuyen en absoluto y
otros pueden contribuir negativamente, pero todos ellos aportan de un modo aditivo a la
expresion de un caracter. O sea que la sola presencia de estos alelos tiene un
determinado efecto sobre el caracter en consideracion independientemente de la
presencia o ausencia de otros alelos en el mismo genoma. Esta componente de la
variacion genética es entonces crucial, ya que es la responsable de la semejanza entre
individuos emparentados.

Por otro lado, la variacion genética de dominancia es el componente genético
debido a la interaccion entre el par de alelos en cada locus. Por ello, no puede heredarse,
ya que la expresion de cada uno es dependiente de la presencia o ausencia del otro. La
idea de que algunos aspectos genéticos no pueden heredarse produce una cierta
confusion pero es un concepto sencillo. La variacion genética de dominancia se debe a
la interaccion del par de alelos en cada locus y, por tanto, corresponde a la condicién
diploide (2N). No es heredable porque cada uno de los progenitores aporta un gameto
haploide (N) a cada descendiente. Los gametos no contienen pares de alelos (2N), pues
durante la meiosis el nimero diploide se reduce al numero haploide. En el curso del
proceso de division reductora, todos los pares de alelos se separan cuando los
cromosomas experimentan la distribucion independiente, lo que supone que durante la
meiosis se eliminan los efectos genéticos de dominancia de uno de los padres. Al haber
sido eliminada durante el proceso de division reductora, la variacidon genética de
dominancia del individuo no puede transmitirse a la descendencia a través del gameto y,
por consiguiente, no es heredable. En la fecundacion, los genes vuelven a existir en la
condicion pareada, lo cual implica una interaccion entre los pares de alelos de cada
locus, lo que supone, a su vez, que existe variaciéon genética de dominancia. En
definitiva, los efectos de la variacion genética de dominancia se destruyen y recrean en
nuevas y diferentes combinaciones en cada generacion.

La wvariacién genética epistatica es el componente genético debido a la
interaccion de alelos entre diversos loci; dicho de otra manera, es la interaccién de un
alelo con otros alelos de un gen-locus distinto. La variacion genética epistatica es una
mezcla de variacion heredable y no heredable. La interaccion que se registra entre los
alelos incluidos en un gameto es heredable, pero no lo es la interaccion entre alelos que
se han dividido y se han integrado en diferentes gametas. El porcentaje de variacién
genética epistatica varia de un gameto a otro, a causa del sobrecruzamiento y de la
distribucién independiente. Estos procesos perturban en gran medida la variacién
genética epistatica durante la meiosis, de manera que sélo una pequefia muestra al azar
se transmite de uno de los padres a la descendencia y, por ende, solo es heredable una
pequefia parte de la variacién genética epistatica.

La wvariacion genética aditiva y la variacion genética de dominancia son
conceptos radicalmente opuestos, puesto que la primera esta determinada por los alelos



38

y, por tanto, por la condicion haploide, mientras que la segunda estd producida por los
pares de alelos y, por consiguiente, por la condicion diploide. Un progenitor produce
gametos haploides, de manera que puede transmitir sus efectos genéticos aditivos a la
descendencia, pero no puede transmitir sus efectos de dominancia, que son eliminados
durante la meiosis. Los efectos de dominancia aparecen en cada cigoto después de la
fecundacion. Asi pues, los efectos aditivos dependen de cada progenitor, mientras que
los efectos de dominancia se manifiestan como consecuencia de apareamientos
especificos. Dado que los efectos aditivos se transmiten de uno de los padres a su
progenie, la variacion genética aditiva se expresa con frecuencia como la “variacion de
los valores reproductivos”.

Un concepto definido para evaluar la herencia en caracteres cuantitativos es el
de la heredabilidad. En su definicion simple la heredabilidad es la proporcion de la
varianza fenotipica total de una poblacion explicada por la varianza familiar entre los
individuos de la misma. (Frankham y col. 2002). La heredabilidad es usada como una
medicion de la variacion genética de una poblacion en un rasgo cuantitativo. Se definen
la heredabilidad en sentido amplio y la heredabilidad en sentido estricto. La primera se
define como la razon entre la varianza genética total (incluida la varianza aditiva,
dominante y epistatica) y la varianza fenotipica. La segunda se refiere a la varianza
genética aditiva sobre la varianza fenotipica (Falconer 1986).

La heredabilidad es un concepto de gran significancia en la evolucion y
mejoramiento genético de las especies economicamente relevantes, que depende tanto
de los individuos probados como de las condiciones ambientales durante la prueba, y es
un parametro que caracteriza a la poblacion ensayada. Las heredabilidades varian en un
rango de 0 a 1, con el valor minimo en el caso hipotético de que la totalidad de la
variancia fenotipica sea explicada por la varianza ambiental, y con el maximo en la
situacion contraria. El primer caso se encuentra en poblaciones altamente endogamicas,
sin variacion genética, mientras que el segundo se espera para una poblacidon sin
variacion ambiental (toda la variacion es genética aditiva) (Frankham 2002).

Entre los métodos méas comunes para estimar heredabilidad se encuentran la
comparacion de varianzas entre familias de medios hermanos (half-sibs) y hermanos
completos (full-sibs). La térmula de calculo contempla generalmente la utilizacién de
1/4 de la varianza aditiva (factor 4), lo que indica la inclusion de medios hermanos
dentro de cada familia, mientras que la utilizacion de 1/2 de la varianza aditiva (factor
2) indica la inclusion de hermanos completos en las familias (Falconer y MacKay
1996). Sin embargo, Squillace (1974) afirma que es muy factible que haya hermanos
completos y al menos algo de endogamia en la descendencia de un rodal natural de
polinizacion abierta. Por lo tanto, se deben realizar ajustes en el calculo de la
heredabilidad de los datos obtenidos de familias de polinizacion abierta, y en tal sentido
Squillace (1974) recomienda la utilizacion de 1/3 de la varianza aditiva (factor 3) para
evitar la sobreestimacion de la heredabilidad. Asi, en la presente tesis, la ecuacion
utilizada para el calculo de la heredabilidad de cualquier caracter fue:

_3xVarf
Varp

h2

donde:
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Vy = varianza entre familias, estimada a través del calculo de los componentes de la
varianza con un modelo estadistico que incluya al factor familia

V,= varianza fenotipica total, estimada como la suma de todos los componentes de
varianza calculados, incluyendo a los residuales.

La heredabilidad en sentido estricto, es una de las medidas mas comuinmente
utilizadas para realizar inferencias tanto sobre la capacidad de evolucionar de los
caracteres evaluados como para comprender los procesos evolutivos que operan y
mantienen la variabilidad genética.

En asociacion directa con las heredabilidades se encuentran los coeficientes de
variacion genética aditiva (CV,), empleado para conocer la cuota porcentual de la
variabilidad respecto a la media de cada variable mediante la siguiente formula
(Falconer y MacKay 1996):

100V
CVGA=O*—\/_A

X

Los CV, ofrecen una herramienta importante para la toma de decisiones tanto en
la seleccion de los caracteres con mayores posibilidades de ser heredables como de la
eleccion de poblaciones con probabilidades mas altas de adaptacion. Asi, si el valor de
CV 4 es alto significa que la variabilidad se debe a efectos genéticos, lo que indicaria que
dicho caracter seria altamente heredable (Frankham et al. 2002). Hay dos diferentes
razones para hacer comparaciones de variacion genética para caracteres cuantitativos, la
primera es comparar la habilidad para responder a la seleccion y la segunda es hacer
inferencias acerca de las fuerzas que mantienen la variabilidad genética. En tal sentido,
el CV,4 es apropiado para ambos propositos (Houle 1992). La formula para el calculo del
CV se detalla a continuacion (Frankham 2002):

100/ ¥4

X

CVa

donde:

V4= varianza aditiva
x = promedio de la poblacion

y la varianza aditiva se calcula como tres veces la varianza familiar, la que es estimada
con el modelo estadistico y el analsis de la varianza..

Las medidas relativas de variacion genética se utilizan para medir el grado de
variacion genética de una poblacion (variacidon intra-poblacional), pero también, y en
particular el CV,, para estimar la capacidad evolutiva (evolvability) de una poblacion
(Houle 1992).

Asi como los pardmetros 4’ y CV,, se utilizan para caracterizar las poblaciones
(parametros intrapoblacionales), la diversidad genética entre poblaciones basada en
caracteres cuantitativos puede medirse a través del coeficiente QOsr (Spitze 1993). Dado
que los rasgos cuantitativos que estan bajo seleccion natural direccional varian en
direcciébn y magnitud de una poblacion a otra, este coeficiente es apropiado para
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detectar poblaciones sometidas a presion de seleccion diferencial (Merild y Crnokrak
2001).

En esta tesis calculamos el parametro de diferenciacion genética entre
poblaciones para caracteres cuantitativos (Qsz) como:

Ost=—TPoP__
Vpop+2Va

donde: V,,, es la componente poblacional de la varianza total, estimada en un
modelo que considera a las poblaciones como un factor de efectos aleatorios, y V4 es la
varianza aditiva, que en nuestro caso hemos definido como tres veces la varianza
familiar.

De manera similar, es posible calcular la variacion genética neutral de una
poblacion es la diversidad genética. Esta es calculada como:

Donde p; es la frecuencia de un alelo en un locus dado en una poblacién, y n se
refiere al nimero de alelos en esos locus. La formula puede ser interpretada como la
probabilidad de muestrear dos genes diferentes de una poblacion. La diversidad genética
H, es usualmente calculada por locus y y subsecuentemente promedia sobre varios loci.

La diferenciacion genética entre poblaciones mas comunmente utilizada es el F-
estadistico (F) de Wright (Wright 1951, Conner y Hartl 2004):

Hs
Fst=1 e

Donde H; es el promedio de diversidad de genes calculada para el mismo set de
datos (de acuerdo a la féormula H, definida anteriormente) de varias poblaciones (N>2),
y H, es la media de los promedios de diversidad de genes calculada para cada una de
esas poblaciones. F§, estima la cantidad de variacidén genetic hallada entre poblaciones y
se refiere a la difereciacion de la estructura genética entre esas poblaciones. Si Fj; es
igual a uno, toda la variacion hallada entre poblaciones es genética (i.e. se hallaron
diferentes alelos en las diferentes poblaciones) y si Fi; es cero, las poblaciones no se
diferencian entre ellas (i.e. se hallaron los mismos alelos en las mismas frecuencias en
todas las poblaciones).

La comparacion entre diferenciacion genética entre poblaciones para marcadores
neutros y para genes que codifican caracteres cuantitativos, es posible dado que el grado
de diferenciaciéon medido con el Qsr para caracteres cuantitativos, es directamente
comparable a la diferenciacion medida a través del indice Fsr, estimado a partir de
marcadores bioquimicos o moleculares selectivamente neutrales (revisado en Merild y
Crnokrak 2001). Esta comparacion pueden ser de importancia para inferir acerca del
papel relativo de procesos de variacion genética como la seleccion y la deriva génica,
esto es: si Ost > Fsr, es probable que la diferenciacion estimada para un carécter
métrico funcional, sea el resultado de un proceso de seleccion direccional, mientras que
si Fst > Osr, la deriva genética es la explicacion mas plausible para el grado de
diferenciacion observado (Merild y Crnokrak 2001).
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En este trabajo se efectuaron solamente estimaciones del QOsr, y aunque los
marcadores bioquimicos o moleculares no son herramientas del mismo, se utilizd
informacion preexistente generada a partir de dichos tipos de marcadores para la especie
hallados en bibliografia (Premoli 2003, Mathiasen y col. 2010, Soliani 2012), a los fines
de efectuar comparaciones e inferencias sobre los resultados obtenidos aqui para la
variacion cuantitativa.
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3 VARIACION EN EL GRADIENTE DE
PRECIPITACIONES Y LATITUDINAL
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3.1 Introduccion

La variacion geografica puede dividirse en dos clases segin su origen (Thorpe
1987): 1) originada por procesos ecoldgicos actuales, y 2) originada por procesos
historicos. Los procesos ecologicos actuales resultan del balance de fuerzas tendientes a
producir diferenciacion genética local y fuerzas tendientes a producir homogeneidad
genética. La mutacion, la deriva genética y la seleccion natural contribuyen a la
diferenciacion entre las poblaciones, mientras que el flujo génico tiende a limitar esa
diferenciacion (Slatkin 1987). Los procesos historicos, en cambio, pueden haber dejado
muy arraigados distintos patrones de variacion geografica modelados por fuerzas que
han actuado en el pasado. En este sentido, los analisis retrospectivos sobre la base de
datos fosiles y genéticos han mejorado la comprension acerca de la colonizacion,
adaptacion y extincidon de especies arbdreas en respuesta a cambios climaticos pasados
(Petit y col. 2008, Kremer y col. 2012, Burrows 1965, Markgraf 1983, Wardle 1988,
Heads 1998, Villagran 1998, Winkworth y col. 2005, Withlock y col. 2006, Jaramillo y
col. 2009).

Una situacion particular, determinante de la variacion entre poblaciones de una
especie, es la marginalidad, entendiéndose por poblaciones marginales a aquellas que
habitan en los bordes de su distribucion (Donoso 1998). Las areas marginales en la
distribucién natural de una especie, pueden jugar un rol central en la adaptacion al
cambio climatico (Hampe y Petit 2005). Especificamente, poblaciones relictas que se
han mantenido como refugios glaciarios conservando la biodiversidad durante el
cuaternario, pueden representar las reservas genéticas a largo plazo contribuyendo a las
respuestas adaptativas a futuros cambios. En particular, estudios filogeograficos
muestran que el amplio rango de patrones de diversidad genética son usualmente
conducidos por la dindmica pasada de cambios climaticos (Hewit 2000, 2004) antes que
por la dindmica demo-genética estocastica, como es propuesta en el modelo centro-
perisferia (Hampe y Petit 2005). Las poblaciones marginales que se desarrollan aisladas,
a cierta distancia de la parte principal de la distribucion de la especie, constituyen a
menudo parches boscosos de pequeiio tamafio, del tipo de islas dentro de una matriz de
otra especie o incluso de otro tipo vegetacional. Muchas veces estas poblaciones estan
sometidas a altas intensidades de seleccion, produciéndose un proceso de seleccion
direccional, la que conduce hacia la cada vez mejor adaptacion de estas poblaciones a
las condiciones extremas, contribuyendo asi a una disminucion de la variabilidad
genética dentro de estas poblaciones (Stern y Roche 1974). Alternativamente, la
existencia de mayor variabilidad genética en poblaciones marginales que en poblaciones
centrales, podria ser un indicio de posibles poblaciones relictos, que pueden haber
constituido refugios para la especie en la época de la ultima glaciacion (Pastorino y
Gallo 2002, Pastorino y col. 2004, Hampe y Petit 2005).

El gradiente latitudinal de Nothofagus pumilio en Argentina cubre mas de 18
grados. Este amplisimo rango implica fuertes variaciones en el fotoperiodo y también en
la temperatura, aunque en este ultimo caso se da presumiblemente un efecto de
compensacion con la altitud (las mayores latitudes se compensan con menores altitudes).
Esto se verifica claramente con la variacion de la altitud de la treeline. Lara y
colaboradores (2005) describen una variacidon en este limite abarcando de los 1.600 m
snm en el extremo norte (35° 40°S) hasta los 400 m snm en el extremo sur (55° S), con
una tasa promedio de 60 metros de disminucion en altitud por grado de latitud.

En relacion directa con la historia glaciaria en la regién y los procesos de
extinciones y recolonizaciones locales, se han hallado evidencias de una tendencia
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latitudinal en la variaciéon genética neutral (con marcadores genéticos), descripta por
primera vez enespecies del género Nothofagus para la lenga [Premoli 2004 y
reconfirmada con marcadores alternativos por Mathiasen y Premoli (2010) y por Soliani
y col. (2011)], y luego para N. mervosa (Marchelli y Gallo 2006), N.obliqua
(Azpilicueta y col. 2009) y N.antarctica (Pastorino y col. 2009). Puntualmente para la
lenga, avalando la hipdtesis de la presencia de una barrera glaciaria entre los 48° y 52° S,
Premoli (2004) describe la distribucion y la variabilidad isoenzimatica de 17
poblaciones agrupadas como poblaciones del norte (provincias de Neuquén y Rio
Negro), poblaciones intermedias (Provincia de Santa Cruz) y poblaciones del sur
(Provincia de Tierra del Fuego), hallando una mayor diversidad genética total de las
poblaciones intermedias con respecto a las poblaciones del norte y del sur.
Posteriormente, y mediante el uso de marcadores mas especificos para estudios
filogenéticos como es el ADN de cloroplasto, Mathiasen y colaboradores (2010) y
Soliani y colaboradores (2011), sugieren que la actual estructura genética de N. pumilio
es el resultado de procesos regionales que ocurrieron durante el Terciario y que fueron
reforzados por los efectos locales contemporaneos de la deriva y el aislamiento en
respuesta a las condiciones climaticas del Cuaternario. Estos autores han hallado una
division norte - sur en la distribucion de haplotipos en regiones de ADN de cloroplasto,
alrededor de los 42° y 42° 30" S, reflejando la presencia de dos linajes diferentes y
geograficamente segregados. También se observo un clin el atitudinal en la distribucion
de la diversidad genética, con una disminucion de norte a sur, y con variantes Unicas en
la zona de transicion (42° - 44° S) (Soliani y col. 2011).

Como antecedente en el género Nothofagus en caracteres adaptativos, se ha
comprobado la existencia de variacion clinal o continua en el peso de semilla en N.
obliqua, que disminuye gradualmente de norte a sur (Donoso 1979 a y b). Baker (1972)
ha presentado evidencias de que en una especie las semillas de sitios xéricos tienden a
ser mas pesadas, lo que explicaria la variacion reportada en N. obliqua. En las especies
N. nervosa'y N. dombeyi también se ha demostrado una variacion clinal en el nimero de
semillas por kilogramo (Donoso 1987, Marchelli y Gallo 1999).

Otra de las variables seminales observada por Donoso (1979 a y b) en N. obliqua
se refiere a la ruptura de la dormicidn, para la que probo la existencia de un efecto
diferencial de pretratamientos germinativos de distintos tiempos de estratificacion en
frio humedo entre las poblaciones de distintas latitudes. Asi, esta variable muestra
tendencia a una variacion ecotipica en su rango latitudinal, estando asociada esta
respuesta a una mayor variabilidad ambiental (temperaturas extremas y precipitaciones
en forma de nieve). Esta situacion también es observable en N. dombeyi (Ordonez 1986,
Donoso 1987) y N. nervosa (Donoso 1987).

Se ha reportado que la semilla de lenga presenta latencia (Nufiez 1993, Gonzalez
y col. 2007) y que esta varia entre procedencias (INFOR 2000). Otro estudio presenta
evidencias de que la temperatura es la variable mas importante que conduce el proceso
de germinacion, igualdndose practicamente la capacidad y energia germinativa si la
germinacion se realiza a la temperatura optima de 19° C (Escobar 2007). También se
sefiala en dicho trabajo que semillas sometidas a temperaturas variables durante el
proceso de germinacion, se comportan como si tuvieran latencia.

Los ensayos de ambiente comun reportados en el género Nothofagus son escasos.
Como referencia se citan los estudios pioneros tanto a nivel de vivero como a campo en
Nueva Zelanda (Wilcox y Ledgard 1987) en las siguientes especies: N. menziesii (silver
beech), N. fusca (red beech), N. truncata (hard beech), N. solandri var. solandri (black
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beech) y N. solandri var. cliffortioides (mountain beech). Los patrones de variacion
geografica hallados difirieron notablemente entre especies: mientras N. menziesii
presentd la mas amplia variacion genética con fuerte diferenciacion en ecotipos
regionales y posiblemente variacion clinal en el gradiente altitudinal, N. fisca se mostro
como una especie relativamente uniforme, con escasa variacion genética en tasa de
crecimiento y morfologia de plantas. Las otras especies presentaron amplia variacion,
tanto en morfologia y arquitectura de plantas como en ritmo de crecimiento.

Como antecedentes de estudios con caracteres cuantitativos de especies del
género Nothofagus de Patagonia, Raffaele y col. (1998) describieron y compararon la
morfologia y crecimiento de los brotes anuales de N. nervosa, N. antarctica, N. obliqua,
N. dombeyi y lenga. El mismo corresponde a un estudio de variacion natural, en el que
se caracterizaron morfologicamente los diferentes brotes de plantines de 1 a 3 afios
creciendo en el ambiente boscoso, y correspondientes a un solo sitio de muestreo por
especie. Los plantines de lenga se caracterizaron por su menor longitud de brote anual,
menor nimero de entrenudos por afio y por presentar, junto con N. obliqua, el mayor
porcentaje de plantines con 4pices muertos al finalizar la primera temporada de
crecimiento (100% de los apices muertos). Arbetman y col. (2008) han presentado
evidencias preliminares con respecto a la variabilidad en fenologia entre poblaciones de
lenga con condiciones de precipitacion contrastantes, aunque este ensayo de ambiente
comun en vivero fue realizado con plantines transplantados del bosque, o sea con un
proceso de seleccion natural ya cumplido. En N. nervosa se hallo variacion latitudinal
en caracteres fisiologicos, en 8 procedencias de Chile, disminuyendo de Norte a Sur la
resistencia plasmdatica en hojas (Tajan 1989, Donoso 1998). Asimismo, en 23
procedencias de Argentina se halld una alta variacion en sobrevivencia y crecimientos
iniciales, aunque no estuvo asociada a ningin gradiente ambiental conocido (Gallo y col.
2000). En lenga so6lo ha sido reportado un estudio basado en ensayos de ambiente
comun con plantas producidas desde la siembra (Mondino y col. 2008), incluyendo
poblaciones de Chubut, el cual estd incluido en la presente tesis.

El objetivo de este capitulo es analizar la variacion genética y fenotipica en
caracteres métricos juveniles de la lenga entre poblaciones naturales de diversos
ambientes correspondientes a los gradientes de precipitacion y latitudinal. Se evaluaron
caracteres en tres estadios ontogénicos: seminal, de plantin en vivero y de plantas en
ensayos de campo.

Las preguntas especificas abordadas en este capitulo son: a) ;Existe variacion
clinal en el gradiente de precipitaciones en caracteres adaptativos en los tres niveles
ontogénicos analizados? b) ¢ El patron de variacion en el gradiente de precipitaciones se
repite a distintas latitudes? c) (Es posible inferir procesos de adaptacion local en el
gradiente de precipitaciones?

3.2 Variacion natural en caracteres seminales
3.2.1 Materiales y Métodos
Se llevaron a cabo tres experimentos, dos de ellos con semillas y uno sobre

cotiledones de plantulas. Se evalu6 variacion en tamafio y forma de semilla, capacidad
germinativa bajo distinos tratamientos pregerminativos y tamafo de cotiledon.
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Peso y forma de semillas

Para el andlisis de variacion en peso y forma se utilizaron semillas de 14
poblaciones cosechadas en el afio 2005 correspondientes a tres transectas latitudianles
de direccion Este — Oeste, captando asi en cada una de ellas el gradiente de
precipitaciones: Transecta Norte (~ 42° 55" S), Transecta Central (~ 43° 55" S) y
Transecta Sur (~ 44° 50" S). Las transectas fueron transversales a la direccion general de
los cordones montafiosos cordilleranos, y cada una tuvo un ancho de unos 15’ y estuvo
separada de la siguiente aproximadamente 1° de latitud. Cada una de las transectas
abarca el rango de precipitaciones en el cual se distribuye la especie, por lo que las
poblaciones también pueden agruparse segun su régimen de precipitaciones en: Secas
(poblaciones AG, LHb, NPb, NPm, SM y LFe, con una precipitacion media anual de
unos 400 mm), Mésicas o Semihumedas (H, RP, LFo y RU, con un rango de
precipitacionesde 500 a 700 mm anuales) y Hamedas (T, LG, LE y AP, con 800 a 1.000
mm). Las caracteristicas generales y la ubicacion de cada poblacion pueden verse en la
Tabla 2-1 y en el mapa de la Figura 2-1.

Las variables seminales evaluadas fueron peso de 100 semillas (P), largo de
semilla (L), ancho de semilla (A), la relacion largo sobre ancho de semilla (L/A), y
semillas llenas, tal como fue en el capitulo de metodologia general.

Dado el alto porcentaje de semillas vanas que normalmente ocurren en frutos de
Nothofagus, se realiz6 un andlisis para obtener un parametro de la particion del peso de
la semilla en dos componentes: peso del embrién mas endosperma (EE) y peso de la
cubierta del fruto (Cub). Para ello se procedio a partir 300 semillas de tres poblaciones
(Lago Baquilt, Arroyo Guanacos bajo y Arroyo Guanacos alto), en tres repeticiones de
100 semillas cada una. Asi se obtuvo el peso de 100 EE y de 100 Cub para cada
poblacién. Se calculd el aporte porcentual de cada uno de estos componentes en el peso
total, como una manera de estandarizacion. Para probar la significancia del efecto fijo
poblacion se realizo un ANOVA.

Para probar la diferencia entre las medias para las variables peso de 100 semillas
y tamafo y forma de cada transecta y de cada régimen de precipitacion y para evaluar la
variabilidad entre poblaciones se llevd a cabo un ANOVA para cada variable con el
siguiente modelo lineal mixto:

Yije =+ 5i + Tj+5; * Tj + P + €y

donde: Y es la ijki-ésima observacion de la variable, u es la media general, S;
representa el efecto fijo del i-ésimo régimen de precipitacion, 7; representa el efecto fijo
de la j-ésima transecta, S;*7; representa el efecto fijo de la interaccion del i-ésimo
régimen de precipitacion y la j-ésima transecta, P; representa el efecto aleatorio de la i-
ésima poblacion y ey es el error aleatorio NID (0, o).

Se testearon los supuestos de normalidad de los datos. Las estimaciones de los
parametros se efectuaron mediante REML. Para poner a prueba la significancia del

efecto del factor “poblacion” (aleatorio), se utilizd una prueba de razén de verosimilitud
(LTR).

Para la determinacion de la significancia en los factores de efectos fijos, se
aplico una estimacion MCMC.

A fin de hallar la relacion entre tamafio de semilla, porcentaje de semillas llenas
y peso de 100 semillas se realizd un analisis de correlacion entre estas variables,
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utilizando el método de Pearson, utilizando para el andlisis el programa estadistico
Infostat (Di Rienzo y col. 2012).

Tamaiio de cotiledones

Para este andlisis se utilizo semilla de 11 poblaciones de las tres transectas
latitudinales descriptas, cosechadas en el afio 2003. Estas fueron sembradas en bandejas
almacigueras, previa estratificacion en frio himedo durante 45 dias. Las plantulas que
emergieron fueron repicadas a contenedores individuales de 80 cm’. Al finalizar la
primera temporada de crecimiento (los plantines mantienen los cotiledones ain mas alla
de la primera temporada), se cosechd un cotiledon de cada plantin muestreado. El
disefio experimental utilizado fue en 3 bloques completamente aleatorizado, con 8
plantines por parcela, utilizandose un total de 264 plantas (11 poblaciones, 3 bloques, 8
plantines por parcela). Cada cotiledon fue escaneado, y posteriormente analizado con el
software (UTHSCSA, Image Tool 2002), de donde se calcularon las siguientes
variables: el area foliar de cotiledon, longitud del eje mayor y longitud del eje menor.

Para poner a prueba la variabilidad entre las poblaciones se llevd a cabo un
ANOVA con el siguiente modelo lineal mixto:

Yljk=lu+Pl+Bj+Sbk+eljk

Donde: Y es la ijk-ésima observacion de la variable, x4 es la media general, P;
representa el efecto aleatorio de la i-ésima poblacion, B; representa el efecto aleatorio
del j-ésimo bloque, Sb,, representa el error de subparcela y ejjx es el error aleatorio NID
(0, o).

La significancia del factor “poblacién” en el modelo se puso a prueba con un
LRT, y en el caso de resultar significativo, se realizaron analisis de regresion lineal
simple (dos por cada variable), utilizando como variables dependientes el promedio de
cada poblacion de cada una de las variables analizadas, y como regresoras la latitud y
las precipitaciones medias anuales de cada sitio de muestreo (obtenidas a partir de las
isohietas). La validacion de los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los
datos fueron probados.

Se realizé un andlisis de correlacion utilizando el método de Spearman, entre el
area cotiledonar y la altura al finalizar la primera temporada de crecimiento, de manera
de poder dimensionar la importancia de este caracter en el posterior desenvolvimiento
del plantin.

Ensayo de germinacion

Para este ensayo se utilizo semilla cosechada en 2008 de tres poblaciones de una
misma latitud (43° S aproximadamente) y altitud (1.000 a 1.100 m snm) pero con
régimen pluviométrico contrastante: Cerro La Hoya bajo (LHb) de régimen
pluviométrico Seco, Huemules bajo (Hb) de régimen Mésico y Trevelin (T) de régimen
Humedo.

Para analizar la variacién en latencia entre estas poblaciones, se probaron 4
tratamientos pregerminativos segun tiempo de estratificacion:

1: testigo, 2 dias de remojo sin estratificar.
2: 30 dias de estratificacion.

3: 45 dias de estratificacion
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4: 60 dias de estratificacion

La semilla estuvo sumergida en agua fria durante 48 horas, cambiandose el agua
a las 24 hs. Posteriormente la semilla fue escurrida y puesta en bolsas de nylon en
camara de frio (temperaturas entre 2 y 4° C) durante el periodo que dur6 la
estratificacion.

Se sembraron 100 semillas por parcela, con tres repeticiones al azar por
tratamiento combinado. La siembra se realizd en bandejas plésticas transparentes, con
tapa, sobre algodon y papel tissue embebidos en agua. Se mantuvo la humedad entre el
90 y 100%, y un rango de temperatura de 10 a 27°C. Se registraron valores de
temperatura y humedad cada hora con un sensor Ibooton, con una precision de 0,1°C
para la temperatura y 0,1% para la humedad. La temperatura media del ensayo fue de
18,2°C (maxima absoluta = 27,7°C; minima absoluta = 10,2 °C). La humedad relativa
promedio fue de 91,2% (méxima absoluta 100%; minima absoluta 83,1%).

Se considerd que una semilla estaba germinada cuando el extremo de la radicula
habia roto la testa de la semilla. Las bandejas se revisaron cada 2 dias. Las variables
evaluadas fueron: inicio de germinacion (IG, o sea el tiempo transcurrido en dias hasta
la germinacion de la primera semilla de la parcela) y porcentaje de germinacion a los 28
dias (G28%).

El disefio estadistico corresponde a un ensayo factorial de dos factores: 1)
tiempo de estratificacion, con 4 niveles, y 2) poblacion, con 3 niveles, lo que totaliza 12
tratamientos combinados (36 parcelas en total). Los datos fueron sometidos a analisis de
la varianza y comparaciones multiples, previa transformacion arcoseno de los datos de
germinacion (Steel y Torrie 1992) a fin de cumplir con el supuesto de homogeneidad de
la varianza. El modelo lineal utilizado fue:

Yl]k=,u+Pl+T]+PLT]+euk

Donde: Yjr representa el valor observado de la muestra ijk en la i-ésima
poblacién y j-€simo tiempo de estratificacion, u es la constante general, P; representa el
efecto fijo de la i-ésima poblacion, 7; representa el efecto fijo del j-ésimo tiempo de
estratificacion, P;T; representa el efecto fijo de la interaccion entre la poblacion i-ésima
y el tiempo de estratificacion j-ésimo; e;; representa el efecto residual NID (0, 6°0).

Variacion interanual del poder germinativo

Adicionalmente se consideré el efecto de la variacion interanual en las
caracteristicas seminales, ligada tanto a procesos de variacion ambiental (esencialmente
variacion del tiempo climético) como bioldgicos (e.g. apareamientos efectivamente
realizados en cada afio). Para indagar acerca de este aspecto, se examinaron datos de
cosecha de las estas 3 poblaciones en una serie de 7 afios, cosechadas en forma no
continua.

Para poner a prueba la hipotesis se realizo un ANOVA, utilizando para ello el
siguiente modelo lineal:

Yi]'k =,U+Pl+’I}+PLT]+€Uk
Donde: Yjr representa el valor observado de la muestra ijk en la i-ésima

poblacién y j-ésimo afo de cosecha, i es la constante general, P; representa el efecto
fijo de la i-ésima poblacion, 7; representa el efecto fijo del j-€simo afios de cosecha, P;T;
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representa el efecto fijo de la interaccion entre la poblacion i-ésima y el afio de cosecha
J-ésimo; e representa el efecto residual NID (0, 6°0).

3.2.2 Resultados

Peso y forma de semillas:

El valor medio general del peso de 100 semillas fue de 1,36 g, con un coeficiente
de variacion de 15,16%, con un minimo absoluto de 1,00 g y un maximo absoluto de
2,00 g. Los valores medios para cada poblacion pueden verse en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Caracteres seminales de lenga: peso de 100 semillas, largo y ancho de

semilla, relacion largo de semilla / ancho de se semilla (L/A), promedios poblacionales
y entre paréntesis sus respectivos coeficientes de variacion en %.

Tran, Poblacion Peso Largo Ancho L/A
[g] [mm] [mm]
AG  A° Guanacos 1,30 (4 7,8 (11) 5,2 (17) 1,54 (15)
LHb C° La Hoya bajo 1,47 8) 7,3 (8) 4,7 (18) 1,58 (15)
£ |Hb  Huemules bajo 1,47 (6) 7,7 (14) 4,8 (15) 1,63 (17)
E NPb  Nahuel Pan bajo 1,40 (0) 7,9 (12) 5,3 (15) 1,53 (17)
NPm Nahuel Pan medio | 1,30 (0) 7,3 (13) 4,8 (15) 1,55 (15)
T Trevelin 1,67 (7) 7,8 (11) 5,7 (13) 1,39 (8)
— |LG  Lago Guacho 1,07 (5) 7,6 (9) 4,6 (17) 1,67 (16)
g LE Lago del Engafio 1,20 (0) 8,7 (15) 4,9 (16) 1,81 (16)
3 RP  Rio Pico 1L13 (5) 7,5 (10) 4,6 (18) 1,64 (14)
SM  San Martin 1,37 (11) 7,5 (10) 4,7 (9) 1,60 (15)
LFe L°Fontana Este 1,70 (0) 7,8 (12) 53 (17) 1,50 (13)
5 |LFo L° Fontana Oeste | 1,57 (4) 8,0 (14) 5,3 (14) 1,51 (14)
“1 |RU  Rio Unidén 1,30 (0) 7,7 (13) 5,1 (19) 1,55 (18)
AP A°Perdido 1,07 (5) 7,3 (13) 4,7 (12) 1,55 (11)

Se prob6 que la interaccidon régimen de precipitacidon por transecta tiene un
efecto significativo (p= 0,0048). Las semillas provenientes de la transecta norte no
difirieron en su peso entre regimenes de precipitacion, aunque se observa una tendencia
creciente (no significativa) en el sentido E-O. En la transecta centro, la poblacion de
régimen de precipitaciones mésico tuvo semillas de un peso significativamente menor
que las de los sitios himedo y seco, y la tendencia de incremento fue inversa (aumento
de P de Oeste a Este). En la transecta sur, la poblacion humeda fue significativamente
de menor P que los otros dos regimenes de precipitacion, con una tendencia creciente de
Oeste a Este, similar a la observada en la transecta centro.

Dada la relacion encontrada entre latitud, precipitaciones y peso, se puso a
prueba la hipotesis de variacion clinal del peso, a través de una regresion lineal. No se
hall6 relacion entre estas, dado que el modelo ajustado no resultd significativo (Tabla
3-2).
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Tabla 3-2: Andlisis de la varianza de la regresion lineal para la variable peso de 100 semillas y
Latitud y Precipitaciones.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 0.02 2 0.01 0.27 0.7718
lat 1.40E-05 1 1.40E-05 2.90E-04 0.9867
precip 0.02 1 0.02 0.5 0.4922
Error 0.51 11 0.05

Total 0.54 13

A su vez, se hallaron diferencias significativas entre poblaciones (p<0,05). El
calculo de los componentes de la varianza indica que la variacion aportada por las
poblaciones en la variacion total del peso de 100 semillas fue del 80,56 %.

2004
K _
. = e 4
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o 1004
&
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0.00 T T
Seco Mésico Himeda
—@—HNote  —G—Canlro =--¥---Sur ‘

Figura 3-1: Interaccién entre transectas Norte, Central y Sur y regimenes de
precipitacion seco, mésico y humedo para el peso de 100 semillas.

El valor medio general del largo y ancho de semillas fue de 7,7 mm y 5,0 mm
repectivamente, con un coeficiente de variaciéon promedio de 14% (minimo absoluto
8,5 %, maximo absoluto 19,7 %). Los valores medios poblacionales se muestran en la
Tabla 3-1.

Al analizar la variacion del tamafio de semilla entre transectas y regimenes de
precipitacion las interacciones fueron significativas para las variables ancho y relacion
largo sobre ancho (p = 0,008; p =0,003 y p = 0,030 respectivamente). En el ancho de
semilla, las relaciones entre los régimen de precipitacion y transectas resultaron
similares a las observadas para la variable P, mientras que en la razéon L/A, la relacion
entre régimen de precipitacion y transectas adquiri6 otra forma (Figura 3-2).
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Figura 3-2: Interacciones régimende precipitacion y transecta latitudinal para las
variables a) ancho de semilla b) relacion largo sobre ancho de semilla (p<0,05).

Para la variable largo no se hall6 interaccidon entre régimen de precipitaciones y
transecta latitudinal, ni tampoco resultaron significativos los efectos de los factores
simples analizados.

Al igual que para peso de semilla, se hallaron diferencias significativas entre
poblaciones para las tres variables de forma analizadas (p; < 0,001; p, <0,001 y pya =
0,001). El andlisis de los componentes de la varianza mostr6 el aporte de las
poblaciones en la variacion total, representando el 9,23% de la variacion observada en
largo de semilla, el 11,24% en ancho de semilla y el 6,78% en la relacion largo sobre
ancho de semilla.

Con respecto a la variable proporciéon de semillas llenas, no se hallaron
interacciones entre sitios de precipitaciones y transecta latitudinal (p = 0,32). Si se
hallaron diferencias entre sitios de precipitacion (p = 0,00013) y entre transectas
latitudinales (p = 0,0155). Las poblaciones de sitio seco, tuvieron mas semillas llenas
que las correspondientes a los sitios mésico y humedo, y las poblaciones Sur, tuvieron
mas semillas llenas que las poblaciones de las transectas norte y centro (Figura 3-3 a'y
b).

a b
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Figura 3-3: Proporcion de semillas llenas a) entre

precipitacion.

Hurrlxedo Mééico Selco
Sitio de precipitaciones

transectas latitudinales b) entre sitios de
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Se hall6 una correlacion positiva y significativa entre el ancho del fruto 1y el
peso del fruto, no siendo significativa entre el peso y el largo de semilla ni entre las
semillas llenas y alguna de las variables de forma y peso (Tabla 3-6).

Tabla 3-3: Correlacion de Pearson entre caracteres seminales: Peso de 100 semillas,
Largo, Ancho y porcentaje de semillas llenas (L/). Por debajo de la diagonal
coeficientes de correlacion y sobre la diagonal probabilidad asociada.

| Peso Largo Ancho Ll
Peso 1 0.28 3.50E-05 0.07
largo 0.31 1 0.18 0.94
ancho 0.88 0.38 1 0.32
Ll 0.49 0.02 0.29 1

Del analisis de la particion del peso del fruto entre peso del endosperma mas
embrion (EE) y cubierta del fruto (Cub), se puedo comprobar que no hubo variacién
entre poblaciones para estos componentes del peso, y que el porcentaje de la
contribucion del endosperma mas el embrion vario entre el 31% y el 43% del peso total
en las poblaciones analizadas (Tabla 3-4).

Tabla 3-4: Particion del peso de semillas en los componentes peso de 100 embriones +
endosperma (EE) y peso de la cubierta del fruto (Cub)

Poblacién EE [%] %)Zl])
LB 43 57
Gb 36 64
Ga 31 69

Tamaio de cotiledones

Los promedios poblacionales del area, la longitud del eje mayor y la longitud del
eje menor de los cotiledones con sus respectivos coeficientes de variacion (CV) pueden
verse en la Tabla 3-5.

El factor “poblacion” no tuvo un efecto significativo sobre la variacion tanto
para el area como para la longitud del eje mayor y la del eje menor de cotiledon. El
analisis de regresion permitid probar que existe una asociacion significativa entre las
tres variables de tamafio del cotiledon y la latitud de las poblaciones (area foliar de
cotiledon: R’ = 0,43, p = 0,028; eje mayor: R’ = 0,46, p = 0,0219; eje menor: R’ = 0,45,
p = 0,0241) (Figura 3-4, Figura 3-5 y Figura 3-6), aumentando el tamafio de cotiledon
hacia el norte. En cambio, no se hall6 relaciéon alguna de estas variables con la
precipitacion anual.
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Tabla 3-5: Promedios poblacionales del area, longitud del eje mayor y longitud del eje
menor de los cotiledones de las poblaciones ensayadas (CV en %).

Poblacién Areg Eje Mayor  Eje Menor
[mm~] [mm] [mm]
LV Lago Villarino 97,9 (23) 14,0 (12) 9,2 (14)
LH C°LaHoya alto 72,6 (21) 11,7 (11) 8,3 (12)
AG A° Guanacos 71,9 (32) 11,8 (18) 7,9 (17)
Hb Huemules bajo 78,6 (46) 12,3 (24) 8,4 (21)
LZ L®"LaZeta 78,5 (37) 12,4 (20) 8,3 (21)
T  Trevelin 88,1 (34) 13,2 (20) 8,6 (15)
SC Sierra Colorada 66,7 (25) 11,2 (13) 7,5 (14)
Ba Lago Baguilt 77,7 (22) 12,0 (11) 8,6 (14)
LG Lago Guacho 70,2 (42) 11,5 (21) 7,9 (21)
Me Las Mulas este 70,2 (22) 11,7 (10) 7,9 (13)
Mo Las mulas oeste 53,4 (34) 10,0 (18) 7,1 (20)

102.00+

89.00- .
R2=0,43

y= 627,74-12,78 x
76.00+

area foliar {(mm?2)

63.00+

50.00 T T T 1
4230 4285 4340 43.95 4450

Latitud

Figura 3-4: Variacion del area foliar de cotiledones en funcion de la variacion en latitud
del sitio de origen.
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Figura 3-5: Variacion de la longitud del eje mayor de cotiledones en funcion de la
variacion en latitud del sitio de origen.
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Figura 3-6: Variacion de la longitud del eje menor de cotiledones en funcion de la
variacion en latitud del sitio de origen.

Se hall6 una correlacion positiva de 0,31 y significativa (p = 2.2E-07) entre el
area foliar del cotiledon y la altura inicial del plantin.

Ensayo de germinacion

Para el inicio de germinacion (/G) se verificaron diferencias significativas entre
poblaciones y entre tiempos de estratificacion (p = 0,004 y p < 0,001 respectivamente),
y en cambio la interaccidon entre ambos factores no resultd significativa (Tabla 3-6).

El andlisis de la varianza para la variable arcoseno del porcentaje de
germinacion a los 28 dias (G28%) pudo probar diferencias significativas entre
tratamientos pre-germinativos (p < 0,001) y entre poblaciones (p < 0,001) (Tabla 3-6), y
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en cambio no se verifico un efecto significativo de la interaccion entre ambos
tratamientos.

Tabla 3-6: Medias del porcentaje de germinacion a los 28 dias y tiempo de inicio de
germinacion (IG) para las 3 poblaciones y para los cuatro tratamientos pregerminativos
utilizados en el ensayo de germinacion de lenga (letras diferentes indican diferencias
significativas conp<0,05).

Poblacién G28 Inicio P100
[%] [dias] [g]

Hb Huemules bajo 4,1a 17,25 b 2,67
T Trevelin 45a 16,42 b 1,79
LHb La Hoya bajo 156 b 12,17 a L71

Tratamiento ([}éﬁ I[réllzlsc])

Testigo 33a 1733 b

30 dias 7.1a b 18.89 b

45 dias 120 b 10,33 a

60 dias 11,7 b 13,56 a

Para ambas variables registradas, se encontraron diferencias significativas entre
la semilla sin estratificar (tratamiento testigo) y los tratamientos de estratificacion de 45
y 60 dias, y diferencias significativas entre la poblacion seca (LHb) con las otras dos, la
cual presentd mayor G28 y menor IG, por lo que puede inferirse mayor energia
germinativa.

Variacion interanual del poder germintivo

En el andlisis de la variacion debida a la variacion interanual del poder
germinativo, no se hallo variacidén entre sitios pero si entre aflos de cosecha (p<0,05)
(Tabla 3-7).

Tabla 3-7: Media, desvios estandares (entre paréntesis) maximo y minimo de la variable
peso de 100 semillas para semillas cosechada en reiterados afios en 3 poblaciones en la
transecta latitudinal norte (2003-2009).

Poblacion Sitio Anos (n) Peso (100) Max-Min
La Hoya bajo Seco 5 1,77 (0,61) 2,67-1,30
Huemules Mésico 2 1,52 (0,13) 1,70-1,36

Trevelin Htmedo 4 1,44 (0,11) 1,59-1,35
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3.3 Variacion en caracteres morfolégicos y de crecimiento
enplantines en vivero

3.3.1 Materiales y Métodos

Se produjeron plantines con semillas correspondientes a 11 poblaciones
cosechadas en 2005 (Tabla 2-1), representativas de las mismas transectas latitudinales y
regimenes de precipitacion de los andlisis seminales. Se analiz6 la variacion en rasgos
morfologicos y de crecimiento en plantines de dos afnos de edad. Los plantines fueron
producidos en ambiente comun, tal como fue en el capitulo 2. Las plantas se
dispusieron con un disefio experimental de bloques completos aleatorizados, con 3
repeticiones, con 9 plantas por parcela (parcelas lineales), sumando 297 plantas en total.

A partir del receso invernal previo al segundo periodo vegetativo de las plantas,
se midi6 la altura total de cada una de ellas en forma periodica como ya fue en el
Capitulo 2. Para modelizar el proceso de crecimiento del segundo afio, con estos valores
se ajustaron funciones sigmoidales (utilizando el algoritmo de Boltzmann) individuales
para cada uno de los plantines. De cada curva se extrajeron las variables altura inicial
(Hp), altura final (H)), tiempo medio (7’59) y pendiente (S). Adicionalmente, se estimaron
las variables tiempo de inicio (79) y tiempo de finalizacién (7)) de crecimiento como
el tiempo necesario para alcanzar el 10% y el 90% de la altura final, la duracion del
periodo de crecimiento (Dur) como la diferencia entre 7Ty99 y T}y, y la pendiente maxima
correspondiente a la maxima tasa de crecimiento (7asa), que al ser una funcion
simétrica corresponde al punto de inflexiéon (Notivol y col. 2007), tal como ya fue
previamente. Cabe recordar que la variable Dur es una combinacion lineal de S, por lo
que los resultados relativos de una y otra seran exactamente iguales.

Al terminar la segunda temporada de crecimiento y luego de producido el cierre
de yemas vegetativas, se evaluaron las siguientes variables arquitecturales en cada
plantin: longitud del vastago principal (L), didmetro del tallo a la altura del cuello (D),
numero de yemas en el eje principal (NY), nimero de ramas de primer orden (NRI),
longitud de rama mas larga (LR), nimero de ramas de segundo orden (NR2), longitud
de rama se segundo orden mas larga (LR?2), pérdida de éapice (A4S), y se derivaron las
siguientes relaciones: indice de esbeltez (L/D), longitud de entrenudo (L/NY), indice de
ramosidad (L/NR1)e indice de dominancia (L/LR]I).

Para la comparacion de las medias de los tratamientos de las distintas variables
evaluadas se utilizd un modelo anidado mixto. Las poblaciones fueron clasificadas en
regimenes de precipitacion y transectas latitudinales, como fue en el subcapitulo de
semillas. El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yijkim = p + S; + T; + 5;Tj + Py + By + S, + €4jxam

Donde: Yiun es la ijklm-€sima observacion de la variable, x4 es la media general,
S; representa el efecto fijo del i-ésimo régimen de precipitacion, 7; representa el efecto
fijo de la j-ésima transecta, S;7;representa el efecto fijo de la interaccion de ambos
factores, P representa el efecto aleatorio de la k-ésima poblacion anidada en la j-
¢simatransecta y el i-ésimo sitio, B; representa el efecto aleatorio del /-ésimo bloque,
Sb,, representa el error de subparcela y e, s el error aleatorio NID (0, o’e).

Luego de testear los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos,
se realizd un ANOVA para evaluar la significancia de las diferencias entre los efectos
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fijos, y un test de Tukey con un nivel a=0,05 de significancia, para discriminar los
niveles de los efectos fijos que diferian entre si. La significancia del factor aleatorio
“poblacion” se probd por medio de un LRT.

Para el calculo de las correlaciones fenotipicas (rp) entre los caracteres del ritmo
anual de crecimiento, se usoé el coeficiente de correlacion de Pearson.

3.3.2 Resultados
Modelacion del crecimiento en altura

A pesar de la limitacion de ser simétrica alrededor del punto de inflexion, la
ecuacion de Boltzmann demostré ser flexible, facil de interpretar, y ajusto los datos con
precisién (R* promedio = 0,9936). (Figura 3-6) Si bien el ajuste de las curvas fue
preciso, es de destacar la alta variabilidad dentro de cada parcela. La media y el
coeficiente de variacion (CV) para cada parametro estimado por el modelo de regresion
puede verse en la Tabla 3-8. Puede observarse que los parametros relacionados
especificamente con la fenologia (750,770, Topy Dur ) tuvieron menor dispersion (17%
promedio de CV) que los relacionados a forma y pendiente de la curva (S'y Tasa), con
26% promedio CV, y altura inicial y final de los plantines (Hyy H)), con 39 % promedio
de CV.

No se hallaron efectos significativos de la interaccion entre transectas
latitudinales y regimenes de precipitacion para ninguna de las variables de crecimiento
analizadas. Tampoco se detectaron diferencias significativas entre regimenes de
precipitacion para ninguna de estas variables. Sin embargo, si se hallaron diferencias
significativas entre transectas latitudinales, para las variables S (p< 0,001) y Tgy (p=
0,006) (y por supuesto también para Dur que es una combinacién lineal de S). Puede
observarse que las poblaciones de la transecta Norte presentaron una curva promedio
mas achatada (mayor S), con el cierre del periodo de crecimiento mas tardio y una
mayor duracion del periodo de crecimiento.

A fin de poner a prueba la hipdtesis de variacion clinal para las variables
relacionadas a crecimiento, se realizaron analisis de regresion lineal simple (dos por
cada variable S, 790 y Dur), utilizando como variables dependientes el promedio de
cada poblacion de cada una de las variables analizadas, y como regresoras la latitud y
las precipitaciones medias anuales de cada sitio de muestreo (obtenidas a partir de las
isohietas). Se probaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos.
No puedo hallarse relacion alguna entre los variables dependiente y las regresoras, ya
que los modelos resultaron no ser significativos para las tres variables evaluadas (Tabla
3-8, Tabla 3-9 y Tabla 3-10)

Tabla 3-8: Cuadro de analisis de la varianza para la regresion lineal de la pendiente de la
curva de crecimiento (S) para las variables regresoras Latitud y Precipitaciones.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 5.1 2 2.55 1.63 0.2556
Precip 2.7 1 2.7 1.72 0.2259
Lat 2.43 1 2.43 1.55 0.2487
Error 12.56 8 1.57

Total 17.67 10
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Tabla 3-9: Cuadro de analisis de la varianza para la regresion lineal del tiempo para la
finalizacion de crecimiento (790) para las variables regresoras Latitud y Precipitaciones.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 26.46 2 13.23 1.02 0.4046
Precip 7.12 1 7.12 0.55 0.4809
Lat 19.47 1 19.47 1.49 0.2563
Error 104.23 8 13.03

Total 130.7 10

Tabla 3-10: Cuadro de analisis de la varianza para la regresion lineal de la duracion del
periodo de crecimiento (Dur) para las variables regresoras Latitud y Precipitaciones.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 98.67 2 49.34 1.63 0.2546
Precip 52.27 1 52.27 1.73 0.2251
Lat 46.95 1 46.95 1.55 0.248
Error 241.97 8 30.25

Total 340.64 10
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Tabla 3-8: Medias y CV para las poblaciones ensayadas para las variables obtenidas a través del modelo de crecimiento: H, = altura inicial, H=
altura final, 7’5y = tiempo medio, S = pendiente, Tasa = tasamaxima de crecimiento, 79 = inicio de crecimiento, 79y = cesacion de crecimiento,
Dur = duracion del crecimiento.

. H H T Tasa T T Dur

Tran. Poblaciones (mm] mm]  [dias] S mmidia] [dias]  [dias] [dias]
AG  A° Guanacos 65(58) 346 (27) 105 (7) 14.4(15) 49(26) 74 (9) 137 (7) 63(16)

e [LHb LaHoya bajo 35(34) 335(26) 100 (10) 154 (29) 52(42) 67 (12) 135(10) 68 (19)
S |Hb  Huemules bajo 43(56) 316(24) 101 (8) 161 (19) 42(33) 65(14) 136(10) 71 (21)
T Trevelin 43(58) 284(32) 105 (9) 16,5(17) 3,8(31) 68(16) 141 (9) 73(16)

o |LG  L°Guacho 33(73) 306 (30) 102 (9) 13,7(33) 52(31) 72(14) 132(12) 60 (33)
£ |RP  RioPico 32(63) 273(21) 101 (7) 13,6(31) 47(25) 71(13) 130(12) 59 (37)
O [SM  San Martin 45 (64) 273(36) 104 (8) 125(19) 4.6(34) 77(12) 132 (8) 55 (20)
LFe L°Fontanaeste | 41(63) 307 (27) 103 (9) 12.8(26) 48(31) 71(13) 134 (9) 63 (19)

. |LFo L°Fontanaoeste | 39 (46) 278(29) 100 (7) 14,2(18) 47(27) 72(11) 128(10) 56 (27)
® |RU  Rio Unién 35(20) 327 (19) 102 (5) 142(15) 52(21) 70 (9) 133 (5) 62 (14)
AP  A°Perdido 27 (19) 268(24) 101 (7) 12.8(15) 4.8(24) 73 (8) 128 (8) 55 (16)
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Figura 3-7: Curvas medias por transecta (Norte, Centro y Sur) delcrecimientodel
segundo afio de plantines de lenga, modeladas por regresion no lineal seglin ecuacion de
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Figura 3-8: Medias y desvio estandart Por transecta latitudinal, para las variables
finalizacion del periodo de crecimiento (7g) (a) y duracion del periodo de crecimiento
(b) correspondiente a plantines de lenga en su segundo periodo vegetativo.

Utilizando el test de razon de verosimilitud, no se hallaron diferencias
significativas entre poblaciones para ninguna de las variables de crecimiento analizadas.

Se hall6 una alta correlacion significativa entre la altura final y la tasa maxima
de crecimiento, entre el tiempo medio y los tiempos de inicio y de finalizacion del
crecimiento, y entre la duracion delcrecimiento y el tiempo de finalizacion del
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crecimiento. Por supuesto la correlacion entre las variables Sy Dur tuvo un valor de 1,
lo que refleja que la variable Dur es una combinacion lineal de S (Tabla 3-9).

Tabla 3-9: Coeficiente de correlacion de Pearson entre variables analizadas. Por debajo
de la diagonal principal se presentan los coeficientes de correlacion y por encima su
significancia estadistica (* = significativo, ns = no significativo).

HO Hf T50 S Tasa T](] T90 Dur

HO 1 * * ns ns * * ns
Hf 0,33 1 * * * ns * *
Tso 0,25 0,32 1 * ns * * *
S -0,06 0,26 0,33 1 * * * *
Tasa 0,09 0,73 0,03 -0,34 1 * * *
T1o 0,28 0,09 0,66 -0,49 0,30 1 * *
Too 0,13 0,36 0,84 0,78 -0,17 0,15 1 *
Dur -0,06 0,26 0,33 1,00 -0,34 -0,49 0,78 1

Arquitectura de plantas

En la Tabla 3-10 pueden observarse las medias poblacionales de las
caracteristicas arquitecturales de los plantines de lenga de dos temporadas de
crecimiento. Se observa una amplia dispersion de los datos para las variables
relacionadas a caracteristicas de las ramas, evidenciada en los CV calculados (Tabla
3-10). Las menos variables fueron las relacionadas al vigor de la planta (L, D, NY, L/T),
que en promedio entre las poblaciones analizadas presentaron un 24,8% de CV (Tabla
3-10). Las variables relacionadas a caracteristicas de ramas de primer orden (NR1 y
LR1) presentaron un CV promedio del 67,9%. Las variables que presentaron la mas alta
dispersion fueron las relacionadas a las caracteristicas de ramas de segundo orden (NR2
y LR2), cuyo CV fue mas de 4 veces superior a la media. Esto se debe a que mas de la
mitad de las poblaciones no presentaron ramas de segundo orden al finalizar la segunda
temporada de crecimiento, por lo cual gran parte de los datos fueron nulos (Tabla 3-10).
No se hallaron diferencias significativas entre los regimenes de precipitacion ni
latitudinales para ninguna de las variables arquitecturales.

Aplicando la prueba de razéon de verosimilitud para todas las variables
analizadas en las poblaciones ensayadas, la variacion interpoblacional fue significativa
solo para la longitud de entrenudo, con un aporte del 7% de la varianza total (el 28 %
fue controlado por el disefio del ensayo y el restante 35 % qued6 comprendido dentro
del error experimental).
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Tabla 3-10: Medias poblacionales y CV (entre paréntesis) para las principales variables arquitecturales de los plantines de lenga ensayados:
Longitud del véstago principal (L), diametro (D), nimero de yemas del vastago principal (NY),nimero de ramas de primer orden(NR1), longitud
de la rama mas larga de primera orden (LR/), nimero de ramas de segundo orden (NR2), longitud de la rama mas larga de segundo orden (LR?2),
indice de esbeltez (L/D), longitud promedio del entrenudo (L/NY), indice de ramosidad (L/NR1).

Tran Poblacion L [mm] D [mm] NY NR1 LR1 [mm] NR2 LR2 [mm] L/D L/NY L/NR1
AG A°Guanacos |342,8(27) 6,0(20) 19,3(28) 5,0(55) 169,6(42) 0,0(0,0) 0,0 (0,00 57,5(19) 18,3(26) 91,1 (63)
L |LHb LaHoyabajo |335,0(28) 5,3(20) 16,7(35) 3,7(68) 141,0(48) 0,4 (321) 6,5(320) 63,1(23) 22,1(36) 115,6 (66)
2 |Hb  Huemul bajo |302,4(28) 5,4(21) 149(29) 4,3(60) 126,9(49) 0,1(520) 0,1 (520) 55,6 (18) 20,9 (23) 93,4 (63)
T Trevelin 277,8 (31) 5,1(20) 16.5(33) 3,3(79) 110,2(61) 0,1(381) 0,1 (520) 54,4 (25) 21,6(20) 100,7 (67)
o |LG L° Guacho 300,2(29) 5,1(19) 143(33) 3,5(89) 132,2(61) 0,0(0,0) 0,0 (0,0) 59,1 (21) 21,6(20) 124,7 (78)
g RP  Rio Pico 273,0(22) 5,1(16) 14,4(17) 3,1(54) 126,0(47) 0,1(360) 2,2(520) 54,1(23) 19,2(23) 117,3 (65)
O |SM San Martin 268,0 (37) 4,7(24) 15,0(35) 3,7(70) 1054 (70) 0,3(520) 0,0 (0,0) 56,3(28) 18,0(19) 98,2 (66)
LFe L°Fontanae [274,4(30) 5,4(17) 14,6(25) 3,2(54) 119,9(55) 0,0(0,0)0 0,0 (0,00 51,1(24) 18,8(13) 127,2(82)
s |LFo L° Fontanao |311,1(26) 5,3(21) 17,3(24) 4,0(58) 122,7(54) 0,0(0,0) 0,0 (0,00 60,1(28) 18,4 (23) 106,9 (74)
® |RU Rio Unién 322,1 (19) 5,7(14) 16,0(17) 2,9(85) 139,7(44) 0,0(0,0) 0,0 (0,0) 56,9(19) 20,6 (21) 163,1(61)
AP A’ Perdido 266,9 (20) 5,2(22) 13,3(15) 2,4(65) 126,5(63) 0,2(308) 2,0 (321) 52,3(20) 20,1 (17) 126,5(63)
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3.4 Variacion en caracteres de vigor en plantas al afo de su
instalacion en el campo

3.4.1 Materiales y Métodos

Se establecio un ensayo de procedencias en el campo con un disefio en bloques
completos de parcelas monoarbol, con 24 parcelas por procedencia. Se representaron 11
poblaciones  correspondientes a las transectas latitudinales y los regimenes de
precipitacion ya s en los subtitulos anteriores. Una de las 11 poblaciones corresponde a
la procedencia local (Trevelin), o sea la misma procedencia que el sitio de ensayo. Se
utilizaron plantas a raiz desnuda viverizadas durante dos afios (1 afio en contenedor y un
afio en almécigo) obtenidas a partir de semillas de polinizacion abierta cosechadas en el
afio 2003. Un resumen de los parametros mas relevantes de los plantines antes de ser
llevados a campo puede observarse en la Tabla 3-11.

Tabla 3-11: Valores medios poblacionales de altura y diametro al cuello con sus
respectivos desvios estandares (entre paréntesis) de las plantas ensayadas en el campo.

Tran. Poblacion ?Igﬁf]a D1[12nrrelt]:r0
LV  L°Villarino 621,9 (166,6) 7,0 (0,9)

LHa C°LaHoyaalto | 389,6(165,3) 5,5(0,7)

£ |AG  A°Guanacos 474,8 (160,2)  6,5(1,1)
= |H?  Huemulesbajo | 550,6 (171,5)  6,1(0,8)
LZ L% LaZeta 471,3 (120,6)  5,8(0,7)

T Trevelin 4554 (181,9)  5,8(0,9)

= SC Sierra Colorada 543,9 (171,0) 6,2 (0,8)
§ © |Ba  Lago Baguilt 457,1 (149,8)  6,1(0,6)
© |LG Lago Guacho 374,5 (124,1)  5,7(1,0)
. |Me  Las Mulas Este 384,7 (142,6) 5,6 (1,1)
Z Mo  Las Mulas Oeste | 396,7 (258.,4) 5,4 (1,4)

El ensayo fue instalado en el Campo Experimental Trevelin de INTA EEA
Esquel, sobre la vertiente este del Cordon Situacidn, a 1.100 m snm, colindante con el
Parque Nacional Los Alerces por el oeste. El sitio corresponde a un ecositema de
bosque alto de lenga, afectado por dos incendios relativamente recientes (el ultimo en el
ano 1987, y el primero posiblemente en la década del ‘50). Posteriormente al ultimo
incendio, el sitio fue ocupado casi en su totalidad por un denso matorral de cafa colihue,
acompanado en los claros por especies herbaceas y algunas arbustivas (Ribes
maguellanica, Berberis buxifolia, Senecio sp., entre otras). La plantacion se realizod en
claros entre matorral de cafia. El distanciamiento entre plantas fue de un metro por un
metro. Al finalizar el primer afio de crecimiento se evaluo la sobrevivencia, presencia de
apices secos, ramoneo por liebres y crecimiento del afno como diferencia entre las
alturas final e inicial.

Se compararon medias de tratamientos y se analizaron los componentes de la
varianza por medio de ANOVA para las cuatro variables. Con el siguiente modelo de
efectos fijos y aleatorios:
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Yijkl=,u+Ti+Sj+Pk+Bl+eijkl

donde: Yyu es la ijkl-ésima observacion de la variable, 4 es la media general, T,
representa el efecto fijo de la i-ésima transecta, S;representa el efecto fijo del j-ésimo
régimen de precipitacion, Py representa el efecto aleatorio de la k-ésima poblacion
anidada en la i-ésimatransecta y el j-ésimo régimen de precipitacion, B; representa el
efecto aleatorio del /-ésimo bloque y e;ues el error aleatorio.

Las variables sobrevivencia apice seco y ramoneo por liebres son binarias
(presencia / ausencia) con distribucion binomial, y fueron analizadas como tales. Se
considero una planta muerta cuendo las yemas de todo el tallo estaban muertas, al igual
que el tallo. Cabe aclarar, que lenga no tiene la capacidad de rebrote, a diferencia de
algunas sp. de Nothofagus como N. antarctica, N. alpina y N. obliqua. La presencia de
apice seco se considerd cuando una porcion (superior) de tallo con sus yemas se hallo
seca al finalizar la primera temporada de crecimiento, es decir quedaban yemas
inferiores con la capacidad de producir nuevos brotes la temporada de crecimiento
siguiente. Por ultimo, se considerd una planta ramoneada por liebre cuando hubo algin
tipo de dafio por este. Si bien el analisis de estas variables binomiales considera
presencia / ausencia, los porcentajes de platas con apice seco y ramoneadas, referidos en
las tablas resimenes se consideran con respecto al total de plantas sobrevivientes.

3.4.2 Resultados.

La sobrevivencia general del ensayo al primer afio fue del 82%. , el porcentaje
general de &pices secos en base a las plantas vivas fue del 12,6% y el dafio por ramoneo
fue nulo, pese a que es habitual el ataque por liebres en la zona. El crecimiento del
primer afio fue de 6,3 cm de promedio general, con un valor minimo absoluto de 0 cm y
uno maximo absoluto de 25 cm. Los valores medios poblacionales de todas las variables
pueden verse en la Tabla 3-12.

A través del ANOVA pudieron comprobarse diferencias significativas entre
regimenes de precipitacion para “dpice seco” (p = 0,024). Para “sobrevivencia”,
“crecimiento anual” no se verificaron diferencias significativas ni entre regimenes de
precipitacion ni entre transectas latitudinales. El factor “poblacion” de efectos aleatorios
no fue significativo para ninguna de las variables evaluadas. Al afio de plantacion no se

registraron plantas afectadas por ramoneo.

Considerando especificamente a la procedencia local, s6lo se verificaron
diferencias significativas con las procedencias exoéticas para la variable “sobrevivencia”
(74 % para Trevelin y 91 % para el promedio de las restantes).
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Tabla 3-12: Medias poblacionales (y CV) para las variables sobrevivencia, crecimiento,
apice seco (4S) y ramoneo en el ensayo de procedencias de lenga en el campo.

Tra Poblacion Sobrev. Crecim. AS Ramoneo
n [%o] [cm] [“o] [“o]
LV L°Villarino 92 (30) 6,7 (80) 17 (223) 0(0)
LHa C°La Hoya alto 91 (32) 6,6 (47) 10(316) 0(0)
£ |AG A°Guanacos 88 (39) 7,4(67) 10(316) 0(0)
2 H  Huemules bajo 88 (37) 6,4(51) 9(331) 0(0)
LZ L LaZeta 79 (52) 6,1 (48) 0 (0) 0(0)
T  Trevelin 74 (31) 5,6 (41) 24 (186) 0(0)
= |SC Sierra Colorada 92 (30) 6,0 (64)  9(331) 0(0)
§ ©o|Ba Lago Baguilt 100 (0) 5,3(52) 33(145) 0(0)
© LG Lago Guacho 96 (21) 5,8(47) 10 (316) 0(0)
. |Me Las Mulas Este 83 (46) 5,4(60) 5447 0(0)
> Las Mulas
Y1 Mo Oeste 100 (0) 7,5 (30) 20 (204) 0(0)

Tabla 3-13: Medias de cada régimen de precipitacion en los porcentajes de
sobrevivencia y de apices secos (AS) en el ensayo de procedencias de lenga en el campo
y contrastes de a pares por test de Tukey (p < 0,05).

Reg. Precip. S(EEZ ]e v ['?%S]
Seco 84,2 a 52 a
Mésico 92,9 b 13,1
Htmedo 90,2 a b 19,6 a
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3.5 Discusion

Un primer aspecto a destacar es la notable diferencia entre los resultados
obtenidos del andlisis de variacion natural y los provenientes de los ensayos en
ambiente comun.

En los analisis de variacion natural, especificamente en los ensayos seminales de
tamafio y peso de semillas, se destacan dos aspectos principalmente: la presencia de
interacciones entre los gradientes ambientales analizados y la diferencia de la
contribucion de la variacion poblacional en el peso respecto de las variables de forma.

Asi, se hallaron diferencias entre semillas de poblaciones secas con respecto a
aquellas de poblaciones humedas en las tres transectas analizadas, aunque el patron de
variacion no fue fijo entre las distintas transectas. Las transectas central y sur
presentaron un patrén de variacion clinal en funcidn del gradiente de precipitaciones, lo
que coincide con las observaciones hechas en N. obliqgua (Donoso 1979, Ipinza 2000,
Donoso y col. 2004) especie en la que se observd una disminucion clinal en el tamafio
de la semilla en el gradiente N-S, pero asociado a variaciones en las condiciones
hidricas en el area de distribucion de la especie. Seglin estos autores, dicha variacion en
el peso o tamafio de semilla puede explicarse fisiologicamente por efectos combinados
de las altas temperaturas y condiciones de humedad. En el area de estudio, las
temperaturas disminuyen gradualemente hacia el sur lo mismo que las condiciones de
aridez. Como adaptacion a estas condiciones, el tamafio de las semillas constituye una
caracteristica adaptativa que confiere una ventaja de sobrevivencia a las especies bajo
condiciones de sequia (Daubenmire 1979, Donoso 1979 a y b, Donoso y col. 2004). En
el caso de N. pumilio en el area bajo estudio, dichos gradientes de temperatura y
humedad estarian asociados mas a la variacion longitudinal, en donde las poblaciones
del este claramente presentan menores precipitaciones y mayores temperaturas que las
poblaciones occidentales. La adaptacion fisiologica estaria relacionada con la ocurrencia
de altas temperaturas y condiciones de menor humedad en las poblaciones de ambientes
secos, en las cuales el aumento del tamafio de la semilla aseguraria la disponibilidad de
reservas en el endosperma que posibilitarian un rapido crecimiento radicular para
explorar los horizontes mas humedos, evitando asi la sequia de los horizontes superiores
(Wright 1976, Donoso 1979 a y b, Donoso y col. 2004). Sin embargo, este patron no
pudo ser confirmado en la transecta norte, en donde por lo contrario se invirtid este
patron, presentando mayor peso y tamafio las semillas de las poblaciones hiimedas
(Tabla 3-1). Por otro lado, ya que se trata de variacion natural, para la interpretacion de
estos resultados no podemos dejar de tener en cuenta el efecto materno (de carécter
ambiental) (Roach y Wulff, 1987; Gutterman 2000) sobre la modelacion de estas
variables, el que no es posible remover de los analisis (o ponderar) en los ensayos
realizados.

Ademas de la variacion clinal y la ecotipica, tanto para la variacion por sitio de
precipitaciones y por transectas latitudinales, se puede probar como hipoétesis alternativa
la variacion aleatoria (Wrigh, 1976, Pastorino y Gallo 2000, Manel y col. 2003). Una
forma de estudiar esa variacion puede ser a través del calculo de interacciones sitio de
precipitaciones por transectas latitudinales. La presencia de interacciones, podria indicar
la presencia de variacion aleatoria. Se plantea la existencia de interacciones para probar
una posible variacidon ecotipica, no detectable a través del planteo del gradiente para los
dos efectos fijos planteados originalmente, variacion latitudinal y pluviométrica.
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Esta hipotesis de interaccion entre los dos gradientes no ha sido ensayada para
las distintas especies de Nothofagus en el continente. En lineas generales, las semillas
de mayor PS correspondieron a las semillas mas anchas (coeficiente de correlacion 0,88
y altamente significativa), no asi con el largo de semilla, donde no se hall6 una
correlacion significativa, con alguna excepcion las semillas de las poblaciones
clasificadas latitudinalmente en el centro y oeste, las cuales fueron semillas largas pero
relativamente angostas, por lo tanto con una relacion L/A alta, que podrian describirse
como semillas ‘“alargadas”. Dado que los rasgos de los frutos relacionados a la
dispersion (por ej. Tipo, tamafio, color) probablemente resultan del compromiso entre la
filogenia, ambiente abidtico y presion de seleccion de los agentes de dispersion
(Hoffman y Armesto 1995). En semillas de dispersion anemofila el tamafio y el peso de
la semilla estan relacionados con la distancia de dispersion (Matlack 1987). Por lo tanto,
semillas de pesos similares, pero con mayor superficie alar, implican distancias de
dispersion mayores, con importantes consecuencias ecologicas y genéticas para la
poblacion ya que influye en el tamafio de parches o nucleos de individuos
genéticamente emparentados (Linhart y Grant, 1996, Willson y Traveset 2006).

Otro aspecto que surge es la incidencia notoriamente diferenciada del aporte
poblacional a la variacion total: mas del 80% de la variacion del peso de la semilla
estuvo explicada por el efecto aleatorio poblacidon, y mucho menos remarcada en las
variables de forma (largo, ancho y su relacion) también significativas, pero su
contribucion promedio fue de un 10% aproximadamente. A manera de verificar la
influencia del llenado de la semilla en esta variacion se ensayo una regresion del peso
de la semilla en funcién del porcentaje de germinacion obtenido efectivamente luego de
la siembra, siendo el modelo no significativo, por lo que no es posible esta asociacion.

Es decir que cuando se analiza el peso de la semilla, es importante considerar el
hecho del porcentaje de semillas llenas en el lote. Un aspecto relevante en este andlisis
esta referido a la biologia de la especie. Poole (1950) en el estudio de especies del
género Nothofagus en Nueva Zelanda, describe que es normal el desarrollo de frutos
partenocarpicos en temporadas de pobre floracion y fecundacion, produciéndose el
desarrollo y maduraciéon del fruto atin luego del aborto de los 6vulos no fecundados,
similarmente a lo reportado por Rivero y colaboradores (1995) para tres especies del
género en sudamérica en los cuales las flores producen una alta proporcion de frutos y
baja proporcion de semillas. Esta particularidad en el desarrollo del futo, explica la
posibilidad de hallar un alto porcentaje de frutos “vanos”, sin desarrollo del embridn, y
estarian en relacion a la periodicidad en la formacion de flores, y a los eventos
climaticos que ocurren durante la polinizacion. La alta variacién del clima en alta
montafia, generaria un amplio espectro de escenarios, en los que la conjugacion de estos
factores (floracion + clima) componen un complejo patron de variacion. El componente
tamafio de semilla, por otro lado, estaria menos influenciado por estos factores
enunciados, aunque adquiere mayor preponderancia el efecto materno.

En el ensayo de tamafio de cotiledones, se halld una relacion inversa entre las
variables del tamafio de cotiledon y la latitud, independientemente del régimen de
precipitacion, dicha variable explico aproximadamente un 45% de la variacion total, de
manera significativa, asi la poblacion mas septentrional casi duplicd, por ejemplo, el
area de cotiledon de la poblacion mas austral. El tamafo del cotiledon, al igual que el
del endosperma en la semilla, les confieren a las plantulas reservas de fundamental
importancia para el éxito durante establecimiento, posibilitando un rapido crecimiento
de la plantula indispensable antes de que inicie la temporada estival seca que caracteriza
a la region. En especies epigeas, como Nothofagus, ademds de la funcion de
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almacenamiento, los cotiledones que se expanden luego de la germinacion contienen
clorofila, poseen estomas y son unos eficientes organos fotosintetizadores (Ampofo y
col. 1976). Asi, el rol del cotiledon en las especies cambia en funcion del estadio de
desarrollo de la plantula: antes de la emergencia la funcién del cotiledon radica en la
descomposicion del material de almacenamiento, su movilizacion y la transferencia de
los productos al eje embrionario. Este proceso puede continuar después de la
emergencia de las plantulas, pero en este momento, la fotosintesis del cotiledon también
constituye una fuente de recursos importante para el desarrollo del plantin (Ampofo y
col. 1976). En este trabajo se pudo verificar una correlacién positiva y significativa
entre el tamafio del cotiledon (area cotiledonar) y la altura al finalizar la primera
temporada de crecimiento. Es mas, aunque no se calcul6 area foliar especifica, por lo
cual no es posible inferir la eficiencia del sistema ni cantidad de reservas acumuladas en
los cotiledones, sabernos que a mayor superficie cotiledonar hubo una mayor superficie
fotosintética que se correspondié con un mayor crecimiento inicial. Estos rasgos, al
igual que el tamafio seminal, tienen un gran componente ambiental combinado con un
fuerte efecto materno, efectos que no es posible aislar en un ensayo de variacion natural
como el planteado. La fuerte tendencia clinal de la disminucion de la superficie
cotiledonar al aumentar el gradiente latitudinal podria indicar que dicho carécter estd
bajo una fuerte presion de seleccion.

Prosiguiendo este correlato de eventos que contribuyen al éxito reproductivo,
una considerable mortalidad de individuos ocurre durante la germinacion,
establecimiento del plantin y crecimiento temprano en poblaciones silvestres
(Antonovich 1986) y ocurriria una importante presion de seleccion en estos estadios. La
germinacion y energia germinativa se relacionan directamente con el nimero de
propagulos que efectivamente podran establecerse. Por esto, el resultado més importante
del ensayo de germinacion es que se hallaron diferencias significativas entre
poblaciones, tanto en capacidad germinativa como con velocidad de germinacién, y esa
diferencia se mantuvo bajo todos los tratamientos pre-germinativos, ya que no hubo
interaccion. En este estudio se observo una relacion positiva entre tiempo de emergencia
y tamafio de semilla, es decir las semillas de mayor tamafio germinaron antes. Este
aspecto es controversial, y no se ha verificado en otras especies forestales obteniéndose
relaciones inversas entre tamafio de semilla y tiempo de emergencia (Seiwa 2000). Asi,
este autor, hallé para Quercus mongolica var. grosseserrata que el crecimiento y
sobrevivencia de la especie estuvo fuertemente relacionado con el tamafio de la semilla
pero menos con el tiempo de emergencia; de manera contrastante en Junglans
ailanthifolia, el crecimiento fue fuertemente afectado por el tiempo de emergencia pero
menos por el tamafio de la semilla. Asimismo, también reportdé en Quercus, que los
plantines que primero emergieron provinieron de semillas grandes, en cambio en
Junglans, lo hicieron aquellos plantines derivados de semillas pequefias. Guttermann
(2000) describe ampliamente el efecto del ambiente materno en el desarrollo y fisiologia
de las semillas en numerosas especies, hallindose diferencias en la capacidad de
germinacion en semillas de la misma especie y alin en la misma planta debido a factores
ambientales, y hallandose en algunas especies que los ultimos 5-15 dias de maduracién
de la semilla son criticos. Sin embargo, la persistencia de las especies en sus respectivos
ambientes implica que existe adaptacion de la planta a sus condiciones de hébitat, lo
cual significa que la germinacion es probable que ocurra en la estacion correcta y en el
lugar correcto.

En los ensayos de ambiente comunen vivero, las poblaciones de la transecta
norte, independientemente de su régimen de precipitaciones, se diferenciaron de las
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poblaciones provenientes de las transecta centro y sur. Los plantines procedentes de
poblaciones de la transecta norte tienen una curva de crecimiento mas achatada, y una
duracion y un tiempo de finalizacion del crecimiento significativamente mayores a las
provenientes de las otras transectas. Adicionalmente, en estas variables las transectas
centro y sur no difieren entre si.

En este estudio no se hallaron diferencias entre transectas para el inicio de
crecimiento pero si se hallaron evidencias de variacion en el cese de crecimiento
(similarmente a lo reportado en otra especie forestal patagonica: Austrocedrus chilensis,
Aparicio y col. 2012), duracion del periodo de crecimiento y tasa de crecimiento. La
fenologia en la cesacion del crecimiento es un rasgo que confiere resistencia al frio en
ambientes limitantes por esta caracteristica (Partanen and Beuker 1999) al posibilitar el
escape a las heladas tempranas que ocurren en estas regiones frias donde se desarrolla la
lenga. La cesacion del crecimiento ha sido reportada como madas variable que la
iniciacion del crecimiento entre poblaciones de coniferas (Oleksyn y col. 1998). A su
vez, la duracion del periodo de crecimiento es generalmente mas una funciéon de la
finalizacion del periodo de crecimiento que del inicio de crecimiento (Howe y col.
2003, Green 2005). La duracion del periodo de crecimiento y el promedio de la tasa de
crecimiento son la llave que determina la capacidad competitiva. El efecto combinado
de la cesacién del crecimiento y la tasa de crecimiento, son por lo tanto de gran
importancia en la respuesta adaptativa de las distintas especies (Green 2005).

Las poblaciones de la transecta norte cierran mds tardiamente y estan durante
mas tiempo creciendo que las plantulas provenientes de las otras dos transectas
latitudinales. Una primera interpretacion podria suponer una variacion clinal de estas
tres variables acompafiando al gradiente latitudinal, disminuyendo sus valores con el
aumento de la latitud. Podria existir un vinculo entre el crecimiento y la temperatura
media del ambiente natural en el cual se desarrolla cada poblacion, tal como sugieren
Chuine y colaboradores (2005). Esto supondria el efecto de procesos de seleccion. Sin
embargo, los resultados del ensayo analizados en su totalidad no apoyan esta hipotesis,
ya que las dos transectas restantes no difirieron entre si como se esperaria. Mas aun, en
el analisis de regresion de los rasgos que mostraron variacion latitudinal (S, forma de la
curva, 790 y Dur) y la latitud, no se hallo relacion entre éstos (modelo no significativo)
es decir que se descartaria la variacion clinal para estos caracteres. Esto nos lleva a
interpretar el patron de variacion hallado como evidencias de una variacion ecotipica.

Las variables relacionadas a arquitectura de plantin han sido menos adecuadas
para diferenciar poblaciones que las variables relacionadas a ritmo de crecimiento.
Posiblemente las diferencias fenotipicas que pueden observarse en poblaciones
naturales, se deben a plasticidad fenotipica en estos caracteres no a variaciones
microambientales relacionadas a la historia de vida de cada planta (e.g. calidad de sitio,
dafios producidos en algun estadio de vida, competencia).

El desarrollo de la lenga en los primeros afios desde la germinacion involucra
notables variaciones morfoldgicas y arquitecturales vinculadas con la transicion entre la
fase de establecimiento de la plantula y la fase de inicio de formacion del tallo (Puntieri
y col. 2006). Al igual que en otras especies del género, como en N. obliqua (Puntieri y
col. 2006), el tamafio de los primeros dos brotes anuales con el desarrollo de ramas
tanto de primero como de segundo orden, es notablemente mayor para las plantas
medidas en el presente estudio que para plantas de edad equivalente observadas a
campo, dentro del area de distribucion natural de esta especie (Raffaeley col.1998). Esto
sugiere que el crecimiento de la lenga en la fase de establecimiento puede incrementarse
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notablemente en condiciones de vivero. Dado el periodo de sequia que suele presentarse
en el norte de la Patagonia argentina durante el verano, es probable que el suministro de
agua en vivero sea la causa principal de esta diferencia. Nuestros resultados muestran
que la mayoria de tales variaciones no han estado relacionadas con el sitio de
procedencia de las semillas delas que derivaron las plantas.

Por lo tanto, dicha variacion observada es debida a la variacién genética mas la
interaccion genotipo mas ambiente, la cual no es posible desdoblar con este andlisis, ya
que no se ensayo el efecto ambiente en el modelo. La exigua variacion interpoblacional
hallada y el alto valor residual en la varianza, podria deberse a una alta variacion
intrapoblacional mas el efecto ambiental. Esta hipdtesis la pondremos a prueba en el
capitulo de variacion intra-poblacional, cuando consideremos las relaciones familiares
al interior de cada poblacion.

La alta dispersion de datos para las distintas variables arquitecturales analizadas,
evidenciada en los altos valores de desvios observados en relacion a la media de la
respectiva variable (Tabla 3-10) podria ser la causa de no haber hallado diferencias
significativas entre los efectos fijos analizados ni variacion interpoblacional.

En el ensayo de campo se comprobaron diferencias significativas entre
regimenes de precipitacion en la presencia de apices secos, con menor sobrevivencia en
las poblaciones de menor precipitacion. Otro resultado llamativo es el observado por la
menor sobrevivencia de las plantas de origen local respecto de las poblaciones exdticas.

En algunos casos las diferencias observadas entre procedencias en ensayos de
ambiente comun en vivero se mantienen a largo plazo en ensayos de ambiente comun a
campo, como ha sido reportado en Picea mariana (Johnsen y Seiler 1996) y Pinus
ponderosa (Rehfeldt 1992). La evaluacion de ensayos de ambiente comtn de rasgos en
estadios tempranos y su correlacion posterior con rasgos de importancia a edades mas
tardias, como por ejemplo la mitad del turno (Zobel y Talbert 1994) posibilita la
seleccion a edades tempranas, lo que representa un importante beneficio tanto en
programas de mejoramiento genético como en estudos ecoldgicos.

Esta ampliamente difundido que las poblaciones locales estan cominmente mas
adaptadas al nicho ecoldgico, incluyendo la fluctuacion climatica (Zobel y Talbet 1994,
Morgenstern y Mullin 1990). El contraste entre los requerimientos para un buen
crecimiento (longitud del fotoperiodo y temperatura) y sobrevivencia (adecuada
longitud de la estacion de crecimiento), ha sido observada por Morgenstern y Mullin
(1990). Un balance entre crecimiento y sobrevivencia o dafio suele favorecer a la
procedencia local, a pesar de resultados tempranos reportados en contrario
(Morgenstern y Mullin 1990). Sin embargo en el presente estudio no se ha podido
demostrar tal ventaja competitiva de la poblacion local sobre las foraneas. Los valores
de sobrevivencia inicial obtenidos en el presente ensayo han sido relativamente altos.
Las diferencias entre procedencias en sobrevivencia usualmente aparecen gradualmente
y requieren por lo tanto un periodo de prueba de varios afios en experimientos de campo.
Inicialmente se pueden confundir estos efectos con otros como el shock de transplante y
competencia de malezas, que puede afectar la perfomance por varios afios (Morgenstern
y Mullin 1990). Sin embargo, ha sido posible detectar diferencias entre poblaciones,
posiblemente debido al disefio experimental con parcelas monoarbol, que posibilita
aumentar el numero de grados de libertad disminuyendo la variabilidad intra parcela y
el tamafo del ensayo al minimo posible.

Muchas veces las diferencias observadas en experimentos de vivero de corta
duracion no son observadas con el mismo material en el campo (Morgenstern y Mullin
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1990), debido a la complejizacion del ambiente fisico y biologico y la disminucion del
control sobre estas variables (Rehfeldt 1984). En este estudio, al comparar los
resultados de crecimiento en ensayos de ambiente comin en vivero y campo,
coincidieron en no hallar diferencias significativas en el crecimiento inicial, ligado a los
factores ambientales analizados. Seria menester proseguir con la evaluacion de los
ensayos de procedencia a campo, de tal manera de poder detectar problemas de
adaptacion que ocurren por estimulos ambientales de baja frecuencia temporal pero
importantes para el desarrollo normal de los arboles.
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4 VARIACION EN EL GRADIENTE ALTITUDINAL
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4.1 Introduccion

La altitud es un factor ambiental que tiene probado efecto en distintas especies
forestales sobre la variacion genética entre sus poblaciones naturales. Estudios en este
gradiente constituyen relevantes ‘“experimentos naturales” para probar respuestas
ecolodgicas y evolutivas de la biota a influencias geofisica de importante efecto en los
procesos de seleccion natural. En estos experimentos estan involucradas dos categorias
de gradientes ambientales: una que incluye aquellas caracteristicas fisicas ligadas
directamente con la altitud, como temperatura, presion atmosférica o concentracion de
gases, y otra que involucra factores no ligados directamente con la altitud, como
humedad atmosférica, horas de luz, velocidad del viento, duracion de las estaciones o
uso del suelo (Korner 2007). Asi, por efecto de adaptacidén, la variacion en las
condiciones fisicas del ambiente a lo largo de un gradiente altitudinal cominmente
determina patrones de variacion genética en las poblaciones (Read 1980, Rehfeldt 1986,
1987, 1991, Zobel 1994, Cordell y col. 1998, Hovenden y VanderSchoor 2003, Fabbro
y Korner 2004, Premoli y col. 2007). Las poblaciones de especies forestales con
distribucién natural a través de un gradiente altitudinal tienden a diferenciarse
genéticamente en caracteres cuantitativos de valor adaptativo como el patron de
elongacion de la yema apical o la resistencia a sequia o heladas (Campbell 1979,
Rehfeldt 1993).

Como antecedente en especies del género Nothofagus, los trabajos pioneros han
sido abordados por Wilcow y Ledgard (1987), quienes han reportado variacion clinal o
ecotipica en gradientes altitudinales. Por ejemplo, N. solandri var. Cliffortioides mostrd
variacion clinal en el gradiente altitudinal, reportdndos un morfotipo intermedio en
algunas caracteristicas a N.solandri var. solandri y N. solandri var. cliffortioides. En N.
obliqua Donoso hallé una variacion clinal en el peso de semilla y el nimero de
estambres en funcion del gradiente altitudinal, disminuyendo estos parametros con la
altitud (Donoso 1987).

En lenga la variacion fenotipica en este gradiente ha sido la mas estudiada. Se
han reportado diferencias en el tamafio, cantidad, forma y sanidad de las semillas en
relacion con la variacion altitudinal (Martinez Pastur y col. 1997, Cuevas 2000, Prémoli
2004), también en el inicio y cierre de brotacion, y duracion del periodo vegetativo
(Rusch 1993, Barrera y col. 2000), y en caracteres arquitecturales (Raffaele y col. 1998,
Puntieri y col. 1999, 2003). Sin embargo, estos estudios corresponden a evaluaciones en
plantas creciendo en condiciones naturales, por lo que no es posible discriminar el
efecto genético del ambiental.

Los primeros estudios de plantines creciendo en ambiente comun provenientes
del gradiente altitudinal en la especie los han realizado Prémoli y colaboradores (2007)
literalmente transplantando plantines desde bosques de diferentes altitudes a un ensayo
de ambiente comun en vivero, a partir del cual reportaron variacién en caracteristicas
arquitecturales entre distintos pisos altitudinales. Sin embargo, debido a la seleccion que
ha operado en cada ambiente en forma previa a la remocion de las plantas del bosque, y
también al efecto estresante del transplante en si mismo, la variacion hallada no puede
atribuirse exclusivamente a diferencias entre los acervos genéticos de los distintos pisos
altitudinales.

El objetivo de este capitulo fue determinar la posible existencia de patrones de
variacion natural peso de semilla, y de variacion genética en crecimiento, sobrevivencia
y resistencia a heladas entre poblaciones de N. pumilio dispuestas a lo largo de un
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gradiente altitudinal. Los objetivos especificos de este capitulo fueron determinar la
posible existencia de un patron de variacion genética en tamafio y peso de semilla,
crecimiento, sobrevivencia entre poblaciones de N. pumilio, recolectadas a lo largo de
un gradiente altitudinal.

Las preguntas especificas abordadas en este capitulo son: a) ;Existe variacion
clinal en el gradiente atitudinal en peso de semilla? b) ;Se verifica un compromiso entre
longitud del periodo de crecimiento y altitud de origen de semilla? c¢) ;Es posible inferir
procesos de adaptacion local en los ensayos de transferencia reciproca?
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4.2 Variacion natural en caracteres seminales
4.2.1 Materiales y métodos

En el afio 2005 se cosechd semilla en 6 sitios de muestreo sobre dos laderas (de
ahora en mas “poblaciones” La Hoya y Huemules) en el gradiente natural altitudinal en
el que se desarrolla la especie, entre los 1.000 y los 1.500 m snm.

Los tres sitios de muestreo del Cerro La Hoya corresponden a un ambiente seco
(500 mm anuales aproximadamente) del Cordon Esquel. La exposicion de la ladera de
los tres sitios de muestreo es sur-suroeste con pendiente moderada a fuerte. Los suelos
son someros, presentando un alto porcentaje de pedregosidad. El relieve es quebrado
atravesado por numerosos cafiadones que drenan temporariamente en la época lluviosa
y de deshielo y numerosos afloramientos rocosos (Figura 4-1a). Estos bosques pueden
considerarse ecotonales y presentan una distribucion fragmentada en el paisaje. Los
arboles tienen un desarrollo maximo de unos 15 m, disminuyendo en altura hasta el
limite superior de la de la distribucion altitudinal del bosque donde el bosque se vuelve
achaparrado o rastrero (1,5 a 2 m de altura).

Los tres sitios de muestreo correspondientes a la poblacion Huemules se
encuentran sobre una ladera del Cordon Rivadavia, y corresponden a un ambiente
mésico (700 mm anuales aproximadamente). La exposicion de esta ladera es este, y
tiene pendiente moderada. Los suelos son mas profundos, con textura franco arenosa-
arenosa, con depdsitos de arena volcanica. Los arroyos que discurren por esta ladera son
permanentes, aunque el paisaje comparativamente con las poblaciones secas es menos
quebrado y accidentado. La distribucion del bosque de lenga es continua, presentando el
aspecto de bosque compacto que cubre la ladera desde los 1.000 m snm hasta los 1.500
m snm (Figura 4-1b). La altura de los arboles alcanza los 20 m en el piso altitudinal
inferior, disminuyendo hasta el limite superior de la distribucion altitudinal, como fue
en los bosques secos.

Figura 4-1: a) Laderas de bosque seco en el Cordon Esquel (poblacion del Cerro La
Hoya), b) Laderas de bosque mésico en el Cordon Rivadavia (poblacion Huemules)

Cada sitio de muestreo estuvo representado por una mezcla de semillas de al
menos 15 arboles (50 semillas de cada individuo), separados entre si 30 metros. Las
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variables evaluadas fueron: peso de 100 semillas (P), largo de semilla (L), ancho de
semilla (4) y la relacion largo sobre ancho de semilla (L/4). Para determinar el peso de
100 semillas, 300 semillas fueron tomadas al azar y divididas en 3 réplicas. Para medir
el tamano de la semilla, se tom6 una muestra de 20 semillas de cada sitio de muestreo y
se midio la longitud y el diametro de las semillas con calibre, tal como ya fue descrito
en el capitulo anterior.

Para el analisis de los datos del experimento se realizd6 un ANOVA utilizando el
siguiente modelo lineal:

Yijk =1+ A; + P + e

Donde: Yji es la 1jk-ésima observacion de la variable, u es la media general, A;
representa el efecto fijo de la altitud de la poblacion, P; representa el efecto fijo de la j-
¢ésima poblacion (La Hoya o Huemules) y e es el error aleatorio NID (0, oe). El
analisis se realizo con el software infostat (Di Rienzo y col. 2012).

4.2.2 Resultados

Para la variable peso de 100 semillas se verifico interaccion entre los factores
poblacién y piso altitudinal (p< 0,05). En la transecta Huemules la poblacion del piso
altitudinal inferior present6 el mayor valor de P, mientras que en la transecta La Hoya
se encontro lo contrario (Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Peso medio (y su error estandar) de 100 semillas en cada uno de los pisos
altitudinales muestreados de cada poblacion analizada.

Poblacion Peso E.E.
La Hoya bajo LHb 1,30 0,04
La Hoya medio LHm | 1,43 0,04
La Hoya alto LHa 1,47 0,04
Huemules bajo Hb 1,60 0,04
Huemules medio Hm 1,43 0,04
Huemules alto Ha 1,47 0,04

Para las variables relacionadas con el tamafio de la semilla, no se verificaron
interacciones entre las poblaciones y la altitud. En cambio si se pudieron probar
diferencias significativas entre pisos altitudinales tanto para el ancho de las semillas
como para la relacion L/4A (p = 0,0048 y p = 0,0203 respectivamente). La semilla del
piso altitudinal superior fue significativamente mas angosta que la de los otros dos pisos,
y con una relacion largo sobre ancho mayor con respecto al piso intermedio. El
resultado del test de Tukey puede verse en la Tabla 4-1.



Tabla 4-2: Valores medios de ancho de semilla y relacion largo sobre ancho para los
tres pisos altitudinales. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Piso altitudinal ~ Ancho L/A
Inferior 5,22 a 149 a b
Medio 5,30 a 1,48 a
Superior 476 b 1,60 b
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4.3 Variacién en caracteres morfolégicos y de crecimiento
en plantines en vivero
4.3.1 Materiales y métodos

Se analiz6 variacidon en rasgos morfoldgicos y de crecimiento en plantines de
dos afios de edad correspondientes a las 2 poblaciones y los tres pisos altitudinales del
subtitulo anterior. Los plantines fueron producidos en ambiente comun, tal como fue
expuesto en el Capitulo 2.

Se instald un ensayo de ambiente comun en invernaculo con un total de 162
plantas, repartidas en 3 parcelas lineales de 9 plantas por sitio de muestreo,
disponiéndose segun el disefio experimental de bloques completamente aleatorizados,.

Como fue en el capitulo de metodologia general, durante la segunda temporada
de crecimiento se midi6 repetidamente la altura total de cada individuo con una
precision de 1 mm, desde el cuello hasta la yema terminal del vastago principal. Las
mediciones se realizaron a partir del 23 de agosto de 2006 (considerado dia 0 en el
modelo) cada una o dos semanas durante 5 meses, realizandose una medicion final
pasados los 6 meses de la primera medicion, para verificar la finalizacion del
crecimiento. Se registraron las alturas los dias 0, 14, 28, 42, 48, 57, 71, 78, 89, 96, 114,
127, 142 y 183. Con estos datos de altura se realizé el ajuste de una curva sigmoidal
para cada planta utilizando la ecuacién de Boltzmann a fin de modelar el crecimiento
individual de cada plantin. Para este ajuste se utilizd el software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad 1 Sofware, San Diego CA, USA). De cada curva se estimaron los
parametros asintota inicial (altura inicial Hj), asintota final (altura final H)), tiempo
medio (759) y pendiente (S). Adicionalmente, se extrajeron de la curva los valores
tiempo de inicio (779) y tiempo de finalizacidon (7yy) de crecimiento, definidos como el
tiempo necesario para alcanzar el 10% y el 90% de la altura final, la duracion del
periodo de crecimiento (Dur) como la diferencia entre Ty y T} y la pendiente maxima
correspondiente a la maxima tasa de crecimiento (7asa), que al ser una funcion
simétrica corresponde al punto de inflexion (Notivol y col. 2007).

Al terminar la segunda temporada de crecimiento y luego de producido el cierre
de yemas vegetativas, se evaluaron las siguientes variables arquitecturales en cada
plantin: altura del vastago principal (L), diametro del tallo a la altura del cuello (D),
numero de yemas en el eje principal (NY), nimero de ramas de primer orden (NRI),
longitud de rama de mayor dimension (LR/), nimero de ramas de segundo orden (NR2),
longitud de rama se segundo orden mas larga (LR2), presencia o ausencia de
bifurcaciones (B) y pérdida de apice (A4S), ademas de las variables secundarias
previamente definidas en el capitulo 2, indice de esbeltez (L/D), longitud de entrenudo
(L/NY), indice de ramosidad (L/NR1) e indice de dominancia (L/LR1).

El andlisis de componentes de la varianza se realizd para las variables que
presentan distribucidon continua. Se utilizé un modelo lineal mixto, empleandose para su
analisis el paquete /me4 para modelos generalizados lineares mixtos (Bates, 2007) en R
2.11.1 (R version 2.11.1, the R Foundation for Statistical Computing 2010), para el
siguiente modelo de efectos fijos y aleatorios:

Yijo = u + A + Py + A Pj+By + Sbyji + eyji
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Donde: Yy es la ijkl-ésima observacion de la variable, x4 es 1a media general, A;
representa el efecto fijo del i-ésimo piso altitudinal de la poblacion, P; representa el
efecto fijo de la j-ésima poblacion, 4;P; representa el efecto fijo de la interaccion del i-
€simo piso altitudinal y la j-ésima poblacion, By representa el efecto aleatorio del -
ésimo bloque, Sy« representa el efecto del error principal distribuido normalmente y con
varianza 0 y e; es el efecto aleatorio del error de subparcela, también NID (0, o’e).

Para la determinacion de la significancia en los factores de efectos fijos, se
aplico una estimacion MCMC (Monte Carlo Markov Chain) utilizando para ello el
paquete estadistico rlanguage del programa de uso libre R (R version 2.11.1, the R
Foundation for Statistical Computing 2010) a posteriori del modelo MLM (modelo
lineal mixto) para los parametros con distribucion normal (Baayen y col. 2008), tal
como se explico en el capitulo 2.

Las variables de presencia — ausencia, de distribucion binomial, se analizaron en
forma diferenciada. El estudio de la misma se realiz6 con el paquete /me4 (Bates, 2007)
de R 2.11.1 (R version 2.11.1, the R FoundationforStatistical Computing 2010).

4.3.2 Resultados

Los valores medios para las variables de crecimiento pueden observarse en la
Tabla 4-3. Las variables fenoldgicas presentan menos dispersion que las de forma de
curva y de crecimiento propiamente dichas.

Tabla 4-3: Medias (y CV en %) para los sitios altitudinales ensayados para las variables
obtenidas a través del modelo: H = altura inicial, H,= altura final, 7’59 = tiempo medio,
S = pendiente, Tasa = tasa maxima de crecimiento, 7,y = inicio de crecimiento, 7oy =
cesacion de crecimiento, Dur = duracion.

Siti Ho[mm Hf T50 S Tasa[mm/ T]o[dia T90 Dur
0 ] [mm] [dias] d] s] [dias] [dias]

LH |65 (58) 346 (27) 105 (6) 144(15) 49(26) 74 (9) 137 (7) 63(15)
LH |35(36) 335(26) 101(10) 154(19) 49(25) 67(13) 135(10) 67 (19)
LH |46 (62) 268 (39) 107 (10) 13,0(23) 44 (43) 78 (14) 136(10) 57(23)
Hb |43(56) 316(24) 101 (8) 162(21) 44(31) 65(14) 136(10) 71(21)
Hm |41 (41) 320 (34) 101 (9) 14.6(15) 4.9(42) 69(18) 133 (7) 64(15)

Ha |37(33) 290 (27) 107 (6) 12,8(12) 4,9(27) 79(10) 135 (4) 56(12)

No se hallaron interacciones entre poblaciones y pisos altitudinales para ninguna
de las wvariables de crecimiento analizadas. Tampoco se hallaron diferencias
significativas entre poblaciones para ninguna de las variables analizadas. En cambio,
sipudieron probarse diferencias significativas debido al efecto de la variacidn altitudinal
para las variables tiempo medio (7p), pendiente (S), tiempo de inicio de crecimiento
(T19) y duracion del periodo de crecimiento (Dur), siendo el piso altitudinal superior el
que difirié del resto de las altitudes ensayadas. Asi, en ambas poblaciones, los arboles
del piso superior iniciaron mas tarde el crecimiento, tuvieron un 75y posterior, una
menor Dur y una menor S (curva mas empinada) que los otros dos pisos altitudinales
(Figura 4-2Error! Reference source not found.).
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Figura 4-2: Efecto de la altitud de origen para las variables derivadas de las curvas de
crecimiento: a) tiempo medio (7’59), b) Pendiente (S), ¢) tiempo de inicio de crecimiento
(T19) y d) duracioén del periodo de crecimiento (Dur). Letras diferentes indican
diferencias significativas con una p< 0,05.

El resumen de las variables arquitecturales analizadas puede observarse en la
Tabla 4-4 y Tabla 4-5. Para mayor claridad se separaron las variables arquitecturales
relacionadas a vigor en la primera tabla y las relacionadas a forma en la segunda.

Las plantas provenientes del piso altitudinal superior fueron en promedio y
significativamente menos vigorosas que las plantas provenientes de los pisos
altitudinales inferiores, en ambas poblaciones.
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Tabla 4-4: Medias (y CVen %) para las variables arquitecturales relacionadas a vigor
paralos sitios altitudinales ensayados: Altura (L), didmetro (D), numero de yemas del
vastago principal (NY), nimero de ramas de primer orden (NR/), longitud de la rama
mas larga de primera orden (LR/), nuimero de ramas de segundo orden (NR2), longitud
de la rama mas larga de segundo orden (LR2), indice de esbeltez (L/D), longitud
promedio del entrenudo (L/NY), indice de ramosidad (L/NR1).

Sitio L [mm] D [mm)] NY L/D L/NY AS [%]
LHb | 335,0(28) 5,3(20) 16,7(35) 63,1 (23) 22,1(36) 19(214)
LHm | 342,8(27) 6,0(20) 19,3(28) 57,5(19) 18,3(26) 7(360)
LHa | 258,2(35) 5,0(14) 15242) 51,3(32) 18,0(37) 8(353)
Hb 302,4 (28) 54 (221) 149(29) 55,6 (18) 20,9 (23) 26(172)
Hm 332,2(31) 5,5(30) 16,536) 61,3(23) 21,3(44) 0(0)

Ha 289,3 (27) 5,4(14) 16,0(23) 53,7(23) 18,1 (18) 0 (0)

Tabla 4-5: Medias (y CV en %) para las variables arquitecturales relacionadas a forma
paralos sitios altitudinales ensayados: nimero de ramas de primer orden (NR/), longitud
de la rama mas larga de primer orden (LR/), nimero de ramas de segundo orden (NR2),
longitud de la rama mas larga de segundo orden (LR?2), indice de ramosidad (L/NR1),
bifurcaciones (B).

Poblacio | NR/  LRI[mm]  NR2 LR2[mm] L/NRI  B[%]
LHb 3,7(68) 141,0(48) 0,4 (321) 6,5(320) 115,6(66) 4 (520)
LHm 50(55) 169,6(42) 00 (0) 0,0 (0) 91,1(63) 7(360)
LHa 4,0 (68) 108,6(58) 0,0 (0) 0,0 (0) 76,6(41) 8(353)
Hb 4,3 (60) 1269 (49) 0,1(520) 0,1(520) 93,4 (63) 4 (520)
Hm 4,0 (94) 158.8(53) 0,3(387) 9,4(387) 120,6(79) 0 (0)
Ha 3,6(48) 1374(47) 0,0 (0) 0,0 (0) 1053(76) 0 (0)

El andlisis para las variables de distribucion continua se realizé en dos etapas.
En primera instancia se utiliz6 un MLM a fin de verificar el modelo y la significancia
del aporte de los efectos considerados fijos (poblacion y altitud), testeando previamente
si existia la interaccion entre ambos. En las variables longitud de vastago (L) y la
relacion L/D se prob¢ la significancia del efecto fijo piso altitudinal (p = 0,0022 y p =
0,0010), mientras que para la el resto de las variables (D, L/NY, LRI y LR2) no fue
significativo. Posteriormente, para las variables en que se determiné significancia de los
efectos fijos en el modelo correspondiente, se efectué un muestreo de cadenas de
Markov-Monte Carlo a posteriori del MLM ajustado al set de datos completo del
modelo a fin de estimar por aproximaciones bayesianas la significancia entre los efectos
fijos (Baayen y col. 2008). De esta manera se halld que las plantas del piso altitudinal
alto, en ambas poblaciones, fueron de menor altura que las de bajas altitudes, y que las
plantas del piso altitudinal medio tuvieron una relaciéon L/D mayor, o sea las plantas
fueron mas esbeltas (més altas y de menor diametro de cuello proporcionalmente) y
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mayor longitud de entrenudo que las plantas de las otros dos pisos altitudinales. Los

resultados del analisis a posteriori pueden observarse en las tablas Tabla 4-6, Tabla 4-7
y Tabla 4-8.

Tabla 4-6: Estimacion de efectos fijos para la altura de plantulas de lenga de tres pisos
altitudinales mediante un modelo lineal mixto (MLM) y mediante muestreo de cadenas
de Markov-Monte Carlo (MCMC) a posteriori del MLM; HPD.95 son los limites
inferiores y superiores del 95% de las distribuciones MCMC de los parametros,
pMCMCes la probabilidad asociada al modelo si se acepta Hipotesis nula.* denota
diferencias significativas (p < 0,05).

Estimado pMCMC

Intercepto 319.891 0.0010
pop La Hoya 5.404 0.7454
piso medio 8.932 0.6948
piso alto -48.889 0.0042*

Tabla 4-7: Estimacion de efectos fijos para la altura de plantulas de lenga de tres pisos
altitudinales mediante un modelo lineal mixto (LMM) y mediante muestreo de cadenas
de Markov-Monte Carlo (MCMC) a posteriori del LMM; HPD.95 son los limites
inferiores y superiores del 95% de las distribuciones MCMC de los parametros,
pMCMCes la probabilidad asociada al modelo si se acepta Hipotesis nula. * denota
diferencias significativas (p < 0,05).

Estimado pMCMC

Intercepto 56.349 0.0006
pop La Hoya 0.34 0.8812
piso medio 5.84 0.0314*
piso alto -4.067 0.1082

Tabla 4-8: Estimacion de efectos fijos para la longitud de entrenudo (L/Y) de plantulas
de lenga de tres pisos altitudinales mediante un modelo lineal mixto (LMM) y mediante
muestreo de cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC) a posteriori del LMM; HPD.95
son los limites inferiores y superiores del 95% de las distribuciones MCMC de los
parametros, pMCM~Ces la probabilidad asociada al modelo si se acepta Hipodtesis nula. *
denota diferencias significativas (p < 0,05).

Estimado pMCMC
Intercepto 223637  0.0008

pop La

Hoya -0.8446  0.7034
piso bajo -2.354  0.0344*
piso alto -3.9319 0.0001*

Las variables arquitecturales de forma presentaron una amplia dispersion
evidenciada en los altos coeficientes de variacion (CV). De entre estas variables
solamente result6 significativa la interaccion entre poblaciones y piso altitudinal para
LR1 (p =0,014). La poblacion la Hoya mostré una disminucion de la longitud de las
ramas con el aumento de la altitud, siendo las ramas del piso altitudinal superior
significativamente mas cortas que las del piso altitudinal inferior, tendencia que no se
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repitid en plantines de la poblacion Huemules (Figura 4-3). Para el resto de las variables
de forma analizadas (NRI, NR2, LR2, L/NRI, AS y B) no se hallaron diferencias
significativas para los efectos fijos poblaciones y pisos altitudinales.

200.00+

150.00+

100.00+

50.00+

longitud ramas (mm)

0.00

bajo medio alto
Piso

|---l---La Hoya —#—Huemules |

Figura 4-3: Interaccion entre poblacion y piso altitudinal para la longitud de ramas de
primer orden.
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4.4 Variacioén en caracteres de vigor en plantas al afno de su
instalacion en el campo
4.4.1 Materiales y métodos

Se instalaron dos ensayos a campo, en un gradiente altitudinal. Se utilizaron
plantines de dos afios de edad producidos en contenedores de 264 cm’ con un
procedimiento similar al descrito en el Capitulo 2, a partir de semillas cosechadas en el
afio 2004 de dos pisos altitudinales del origen Cerro La Hoya (500 mm de precipitacion
media anual): uno proximo al limite altitudinal inferior de la especie en el area
(Guanacos, 1.100 m snm), y el otro correspondiente al limite altitudinal superior (La
Hoya, 1.450 m snm). Cada piso altitudinal estuvo representado por una mezcla
desemillas provenientes de 20 individuos (50 semillas de cada uno) separados por al
menos 30 metros entre si (Callaham, 1964) a fin de reducir las probabilidades de

muestrear individuos emparentados.

En octubre del afio 2006 se instald un ensayo de transplantes reciprocos, con una
parcela en las inmediaciones del sitio de muestreo bajo (Guanacos) y otra en las
inmediaciones del sitio de muestreo alto (La Hoya). En ambas parcelas, ademas de los
pisos altitudinales de origen de la semilla, se puso a prueba la plantacién con y sin
cobertura de bosque. Este segundo factor incluido en el ensayo obedecid a la situacion
marginal de estos bosques, los que se caracterizan justamente por parches boscosos
separados por pastizales sin arboles. El disefio experimental fue completamente al azar,
con 2 repeticiones por piso altitudinal de origen y por tipo de cobertura. La unidad
muestreal fueron parcelas lineales de 7 plantas cada una, con un distanciamiento entre
plantas de 1 m. Aunque las plantas utilizadas para cada ensayo fueron extraidas al azar,
hubo una diferencia significativa entre las alturas iniciales de las mismas en cada sitio,
en ambas poblaciones, los plantines de las dos poblaciones utilizados en el sitio bajo
fueron de mayor vigor.

En marzo de 2007 se registraron y midieron las siguientes variables:
sobrevivencia (Sob) y presencia de apice seco (4S), ambas variables tratadas como
datos binomiales, altura final (Hf) y crecimiento anual (Crec). El crecimiento de cada
planta se calcul6 sustrayendo la altura inicial a la altura medida al cierre de crecimiento
luego del primer afio de ensayo (Crec = Hf — Hy). La precision de las mediciones de
altura fue de 0,5 cm. El porcentaje de apices secos (4AS) se refiere a las plantas vivas y
no a la totalidad de las plantas ensayadas.

Se realiz6 un andlisis para cada sitio de ensayo, utilizdndose para ello un modelo
lineal mixto con la siguiente estructura:

Yig = u + Ci + PHCiPit gt e

donde: Y es la ijk-€sima observacion de la variable, x4 es la media general, C;,
representa el efecto fijo del i-€simo tipo de cobertura (con y sin cobertura de arboles), P;
representa el efecto fijo del j-ésimo piso altitudinal de origen (alto y bajo), CiP;
representa representa el efecto fijo de la jk-€sima interaccion cobertura poblacion,
g;representa el efecto del error principal distribuido normalmente y con varianza 0 ye;i
es el efecto aleatorio del error de subparcela, también distribuido normalmente y con
varianza 0.

Para el andlisis se utilizo el paquete Ime4 de R (Bates 2007). La significancia de
las interacciones fue testeada mediante un LTR, tal como fue descrito en el Capitulo 2.
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Para estimar en el modelo mixto las diferencias entre efectos fijos de variables con
distribucién normal, se utiliz6 el paquete estadistico de R, languageR (Baayen y col.
2008, Baayen 2012).

En cada ensayo se evaluaron las temperaturas minimas al finalizar el periodo
estival y comienzos de otofio, entre fines de enero y mayo con sensores (ibuttom®)
colocados a 30 cm sobre el nivel del suelo, a fin de observar su incidencia en la
sobrevivencia.

4.4.2 Resultados

Los datos de los sensores al finalizar la primera temporada de crecimiento en los
dos ensayos, se pueden observar en la Figura 4-4.
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Figura 4-4: Temperaturas minimas para el periodo 26 de enero al 16 de mayo de 2007
para los dos pisos altitudinales en el ensayo de transferencia reciproca. Se resalta la
temperatura minima ocurrida el 15 de febrero de 2007.

Ensayo Sitio 1 (parcela baja — Guanacos): La sobrevivencia general de esta
parcela del ensayo al finalizar la primera temporada de crecimiento fue del 75%.
Asimismo, no se verificaron diferencias en Sob para el factor poblacion, pero si para
cobertura. El porcentaje de apices secos (4S) fue del 5%, afectando en forma
significativa a las plantas de la poblacion foranea en el sitio sin cobertura (0% poblacioén
local y bajo dosel, y 10% foranea y sin cobertura). La altura final (Hf) de las plantas fue
de 15,4 cm en promedio general, sin efecto significativo ni de poblaciones ni de
cobertura en esta variable. En cambio, para la variable Crec, el origen local crecio
significativamente mas que el foraneo, con 4,35 cm en promedio (EE = 0,58) el primero
y 2,28 cm (EE = 0,55) el segundo. En la Tabla 4-9 se presentan los valores medios de
las variables consideradaspara cada poblaciéon y condicidon de cobertura.
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Tabla 4-9: Promedios por piso altitudinal de origen y tipo de cobertura de las variables
consideradas en la parcela baja de un ensayo de transferencias reciprocas (Hf: altura
final, Crec: crecimiento, Sob: sobrevivencia, AS: apice seco). Coberturas (sin cobertura
(SC) y bajo dosel (BD).

Origen Cobertura Sob [%] Hf [cm] Crec [cm] AS [%]
BD 64 19,56 4,50 0
Guanacos
SC 86 18,88 4,10 0
BD 86 17,04 3,33 0
La Hoya
SC 75 18,00 1,28 33

Ensayo Sitio 2 (parcela alta — La Hoya): En el sitio alto La Hoya hubo
diferencias significativas en la sobrevivencia debido al efecto de la cobertura:
sobrevivieron el 89% de las plantas establecidas bajo dosel arboreo y sol el 7% de las
implantadas sin cobertura. Con respecto al efecto del origen, este incidi6 en la presencia
y ausencia de apices secos. El origen altitudinal local, mostr6 significativamente una
menor presencia de apices secos (p < 0,05), con 15 % versus 50 % del origen foraneo.
En la Tabla 4-10 se presentan los valores medios para cada poblacion y condiciones de
cobertura para las variables consideradas. No hubo diferencias significativas entre los
distintos origenes para las variables Hf 'y Crec.

Tabla 4-10: Promedios por piso altitudinal de origen y sitio de ensayo de las variables
consideradas en un ensayo de transferencias reciprocas (Hf: altura final, Crec:
crecimiento, Sob: sobrevivencia, AS: apice seco). Coberturas (sin cobertura (SC) y bajo
dosel (BD).

Origen Cobertura Sob[%] Hf [cm] Crec [cm] AS [%]
BD 86 10,79 1,75 78
Guanacos
SC 14 9,50 3,50 0
BD 93 13,42 3,50 15
La Hoya
SC 0 0,00 0,00 0
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4.5 DISCUSION

Estudios previos en lenga han descripto una disminucion del peso de la semilla
con el aumento de la altitud. Esta relacion se hallo tanto en el Parque Nacional Nahuel
Huapi, en un gradiente altitudinal de 1.100 a 1.540 m snm, (Soares, trabajo inédito,
citado en Prémoli 2004) como en Tierra del Fuego, en un gradiente entre 250 y 500 m
snm (Martinez Pastur y col. 1997). Esto contrasta con lo hallado en Nothofagus obliqua
(Donoso, 1979), quien reporta un aumento del peso de la semilla con el aumento de la
altitud, para lo que se ha sugerido como explicacion un efecto de sequedad en el suelo a
mayor altitud derivado de caracteristicas intrinsecas del suelo, precipitaciones en forma
de nieve y muy bajas temperaturas (Donoso y col. 2004). También en Nothofagus
nervosa se halld un significativo aumento del peso de la semilla con el aumento de la
altitud (Marchelli y Gallo 1997). Agregando diversidad a este resultado, en especies del
género en Nueva Zelanda no se hallo relacion entre el peso de la semilla y la altitud
(Ledgard y Cath 1983).

En nuestro estudio encontramos para lenga un resultado heterogéneo, con mayor
y menor peso de semilla en el piso inferior de muestreo segin la poblacioén analizada. El
efecto de la variacion de este cardcter con la altura puede ser trascendente en la
dinamica del bosque. Cuevas (2000) argumenta que la disminucién con la altura en el
peso de semillas, asi como en su numero, viabilidad y capacidad germinativa,
resultarian en una reduccion en la capacidad reproductiva de estos bosques de altura.
Rusch (1993) en cambio, trabajando con lenga en cercanias de San Carlos de Bariloche,
concluye que los bosques de altas elevaciones estan en desventaja en término de
productividad, pero no necesariamente en lo referido a la capacidad reproductiva.
Argumenta que en el nordeste de la Patagonia el déficit hidrico estival puede limitar la
sobrevivencia de la regeneracion, y aqui los bosques de mayores altitudes podrian
beneficiarse con mayores precipitaciones y menor evapotranspiracion. Esto podria
significar menor tasa de mortalidad en los plantines, que compensaria la menor
productividad.

Con respecto a la forma de las semillas, no se hallaron diferencias significativas
en su largo entre los pisos altitudinales analizados, pero si en el ancho de semilla al
igual que la relacion largo sobre ancho. A mayor altitud la relacion fue mayor, es decir
la semilla fue mas angosta, con menor desarrollo alar. Esta relacion puede tener
consecuencias microevolutivas directas, ya que podria ocasionar la disminucion en la
distancia de dispersion. La dindmica espacial de las poblaciones vegetales estd
determinada en gran medida por el movimiento de las semillas (Ougborg y col. 1999).
La dispersion de las semillas determina la tasa potencial de reclutamiento, invasion,
rango de expansion y flujo génico en poblaciones de plantas (Clark y col. 1999, Cain y
col. 2000). Una consecuencia esperable de nuestro resultado es que las cohortes
familiares sean mas estrechas a medida que aumenta la altitud, o sea que la probabilidad
de parentesco de los individuos cercanos sea mayor a mayores altitudes, y que en
definitiva ocurra una menor diversidad en los bosques de altura. Esto coincide con lo
reportado también para lenga por Mathiasen y Prémoli (2013), quienes encontraron por
medio del uso de marcadores genéticos que los pisos altitudinales superiores
(incluyendo la timberline) son genéticamente mas homogéneos. Si bien los CV de las
variables analizadas fueron bajos (13-15%), sera necesario aumentar el numero de
semillas analizadas de tal manera de poder confirmar los resultados reportados en este
trabajo.
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Muy notorias han sido las diferencias evidenciadas entre plantines de los
distintos pisos altitudinales en ensayos de vivero, tanto en variables fenologicas como
arquitecturales. Las variables mas sensibles para detectar este patron de variacion han
sido aquellas referidas al crecimiento y vigor de los distintos plantines. Claramente
estan relacionadas estas variables, ya que el crecimiento de cada individuo estd definido
por variables fenoldgicas (duracion y tasa de crecimiento) que afectan variables
arquitecturales como altura al finalizar el periodo de crecimiento y didmetro de cuello.

Se ha reportado reiteradamente en la bibliografia que las poblaciones de bajas
elevaciones exhiben un alto crecimiento potencial, el cual estd asociado con una mayor
duracion de crecimiento y con una cesacion del crecimiento mas tardia (Rehfeldt 1986,
Howe y col. 2003). Las poblaciones de mayores altitudes, en cambio, expresan un bajo
crecimiento potencial debido a que los eventos de desarrollo deben ser completados en
un corto periodo libre de heladas. Esta caracteristica se manifiesta, con distinta
intensidad, en especies como Pseudotsuga menziessii (Rehfeldt 1979a, 1983b, 1983c¢),
Larix occidentalis (Rehfeldt 1982), Pinus contorta (Rehfeldt 1983a), Pinus ponderosa
(Rehfeldt 1986) y otras del hemisferio norte (Rehfeldt 1993, Howe y col. 2003, Aitken
2004). En general el cese de crecimiento precoz se asocia con el incremento a la
resistencia a las heladas tempranas, (Howe y col. 2003). Sin embargo en nuestro ensayo
no encontramos diferencias respecto al cierre del crecimiento sino al comienzo del
crecimiento, para el cual la amenaza no son las heladas tempranas (las de otofio) sino las
tardias (las de primavera). Al respecto, Rusch (1993) analizando la variacion natural en
fenologia de lenga en el gradiente altitudinal, hallé que la floracion es simultdnea con la
brotacion foliar, por lo cual al producirse un retraso en la brotacion y floracion debido al
incremento de altitud, se produce una reduccion tanto del periodo de crecimiento como
de la formacién y el llenado del fruto. Asi, las heladas tardias producirian un impacto
directo sobre la aptitud reproductiva de las plantas, ya que aquellas dafiadas no solo
verian afectado su crecimiento (y consecuentemente su capacidad competitiva) sino
también su capacidad de produccién seminal, o sea que sufririan una merma en su
descendencia, constituyendo esta variable ambiental un factor de fuerte peso selectivo.

También Prémoli y colaboradores (2007) comprobaron con plantines
transplantados del bosque a un ensayo de ambiente comun que el inicio del crecimiento
se retrasaba en los plantines del piso altitudinal superior. Ya que la diferenciacion fue
hallada en el material proveniente del piso altitudinal superior respecto a los otros dos
pisos altitudinales, no se puede hablar de variacion clinal, pero en cambio si ecotipica.
Es decir existiria un umbral de temperatura para el tiempo de inicio de brotacidon por
sobre el cual se produciria una variacién fenologica detectable en el ensayo. Dichos
umbrales térmicos serian diferentes para los distintos pisos altitudinales, y estarian
relacionados a la adaptacion a la resistencia al dafio por heladas. Modelos de dafios por
heladas sugieren que las heladas de primavera representan un mayor riesgo que las
otofiales en la mayoria de las localidades (Timmis y col. 1994). Las lesiones en pleno
invierno son probablemente el resultado de la sequia por congelaciéon mas que el de la
lesion por el propio frio (Sakai y Larcher 1987). En la misma linea confluyen los datos
aportados por el estudio ecofisioldgico llevado a cabo por Alberdi (1987), en el cual se
detallan las temperaturas minimas de susceptibilidad para la especie y para los distintos
organos en las distintas estaciones del afio (Tabla 4-11). Se puede observar que las
hojas, que constituyen el 6rgano involucrado en la brotacion, son mas susceptibles al
frio en primavera que en el resto del afio.

Como ya mencionamos, se ha reportado una variacion fenotipica de la fenologia
de brotacion del tipo clinal (Rusch 1993), o sea, en el bosque natural se observa un
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continuo de fenofases en respuesta al gradiente altitudinal. Sin embargo, la variacién
genética en el inicio del crecimiento (estimada en un ensayo de ambiente comun)
responde mas bien a una variacion ecotipica (la altitud intermedia no siempre exhibio
una fenofase intermedia entre la altitud superior y la inferior, sino que en muchas
variables no pudo distinguirse de la inferior). Esto puede interpretarse como que el
control genético se da sobre una respuesta categorica que se dispararia al superarse un
nivel umbral de frio a partir del cual la resistencia de la planta es superada y se
producen dafios. Asimismo, no observamos en nuestro estudio variacion de la respuesta
entre poblaciones para estos caracteres, lo que implica que la variacion ambiental que
opera en el proceso de seleccion se mantiene tanto en bosques desarrollados en
ambientes humedos como en aquellos desarrollados en ambientes secos.

En el ensayo de transplantes reciprocos, es notable la diferencia entre ambos
sitios de ensayo en la variacion observada en la sobrevivencia entre las parcelas
instaladas con y sin cobertura. En la parcela del piso altitudinal inferior no hubo
diferencias en sobrevivencia entre las dos coberturas ensayadas, mientras que
claramente si las hubo en el piso altitudinal superior. Evidentemente el ambiente
nemoroso bajo el dosel del bosque resulta determinante en el sitio mds riguroso,
probablemente porque actiia morigerando las temperaturas absolutas y tal vez también
condiciones de estrés hidrico.

En el periodo evaluado, a mediados de febrero se registr6 una temperatura
minima en el piso altitudinal superior de — 5 °C, y de -2,5 °C en el piso inferior (Figura
4-4). No se puede asegurar que dicha helada haya ocasionado la mortalidad del 93% de
las plantas del ensayo, pero es evidente que dicha temperatura es inferior a los -3 y -2 °C
reportadas como temperaturas letales (TL) para hojas y cambium respectivamente
(Tabla 4-11 extraido de Alberdi 1987), por lo que aunque se haya iniciado la etapa de
senescencia antesde esta fecha, es posible que dicha temperatura, inferior a la TL de -
2,5 °C , haya producido la mortalidad de las plantulas por efecto sobre el cambium en el
tallo. De todos modos, esta linea sigue siendo una hipoétesis, dado que no se cuenta con
datos de sobrevivencia en el mes de enero, por ejemplo, que podria dar indicios mas
concretos para responder esta pregunta.

Tabla 4-11: Temperaturas letales para los diferentes 6rganos vegetativos de Nothofagus
pumilio en las distintas estaciones del afio. Extraido de Alberdi 1987.

Estacion Hojas Tallo
Primavera -2,5°C -3,0°C
Verano -3,0°C -2,0°C
Otofio caducifolia sin datos
Invierno -18,0°C (yemas) -18,0°C

La interaccion entre piso altitudinal de origen y sitio de ensayo fue verificada
para el crecimiento y la altura final de las plantas. Los origenes “locales” fueron los que
tuvieron mejor desempefio en ambos ensayos, lo que resulta evidencia de procesos de
adaptacion local.

La pérdida del apice ha sido reportada en numerosas especies del género
Nothofagus (Philipson 1988, Puntieri y col. 1998), sobre todo cuando la planta es joven.
Este dafio implica el necrosamiento de la yema distal de los brotes hacia el final del
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periodo de alargamiento, afectando en forma descendente el brote y provocando la
muerte de un nimero variable de nudos, entrenudos y yemas. Cuando esto ocurre, la
dominancia apical es tomada por uno de los brotes laterales, a partir de yemas
pseudoterminales, proximas a la porcion del tallo necrosado (Puntieri 2006),
formandose una ramificacion simpodial (Philipson 1988). La morfologia de las plantas
jovenes se ve notablemente afectada, tomando un habito espeso, muy ramificado. A su
vez, la filotaxis cambia de espiral a distica, pudiendo en brotes vigorosos retomar a
filotaxis espiral en algunas especies del género (Philipson 1988). Esta caracteristica es
compartida por N. obliqua y N. pumilio, quienes en un estudio de desarrollo de plantines
en poblaciones naturales se destacaron en este aspecto sobre el resto de las especies
analizadas, presentando porcentajes del 100% de ocurrencia en la segunda temporada de
crecimiento. La mortalidad del apice y pérdida de crecimiento han sido observadas
también en N. obliqua, tanto en ensayos de campo (Rafaelle y col. 1998) como en
ensayos de vivero en ambiente comun (Puntieri y col. 2006, Puntieri y col. 2007). La
observacion de este proceso en ensayos de vivero, en donde las condiciones de humedad
estan controladas de tal manera de evitar déficits hidricos, indica que la muerte del apice
a edades tempranas no se vincularia necesariamente con la disponibilidad de agua
(Puntieri y col. 2006). Los autores formulan como hipdtesis para esta especie, la
sensibilidad del brote a las heladas tanto tempranas (en otofio) como tardias. La lenga, si
bien es una especie que por su distribucion geografica se presume como poco sensible a
las bajas temperaturas, es reemplazada en sitios de concentracion de frio (como en los
bajos topograficos del terreno donde ocurren procesos de inversion térmica) por
Nothofagus antarctica (Donoso, 1998). Este fendmeno podria deberse a una mayor
resitencia de este ultimo Nothofagus a los fendmenos de heladas tempranas y tardias, o
sea que la lenga adoleceria de una cierta susceptibilidad, la que al menos le provocaria
una desventaja competitiva. Una hipotesis alternativa es postulada por Varela y
colaboradores (2010), quienes realizaron un estudio manipulativo poniendo a prueba la
resistencia a la sequia en plantines de dos afios de edad de Nothofagus obliqua y
Nothofagus nervosa, midiendo entre otras variables fisioldgicas la presencia de apices
muertos. Los autores hallaron que los plantines de ambas especies s6lo presentaron
mortalidad apical en condiciones de estrés hidrico: 23% en N. nervosa y 35%N.
obligua. En el presente trabajo se halld una variacion clinal en el porcentaje de apices
muertos en el gradiente altitudinal, produciéndose una disminucion en este dafio con el
incremento de la altitud de origen de la semilla. Lamentablemente, debido al tamafio
diferencial de las plantas al inicio del ensayo, no fue posible realizar un analisis en
forma conjunta (analisis combinado), ya que si se encontrasen diferencias entre sitios
para las variables analizadas, no podria separarse el efecto sitio del efecto tamafio inicial
del plantin.
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5 VARIACION MORFOTIPICA
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5.1 Introduccion

Como ya lo mencionamos, los estudios de variacion geografica buscan discernir
cuanto de la variacidon inter-poblacional observada se debe a verdaderas diferencias
genéticas y cudnto a diferencias ambientales. Cominmente estos estudios involucran
poblaciones separadas por grandes distancias de tal modo que el flujo génico efectivo
entre ellas es nulo o al menos muy restringido, lo que da lugar a los procesos de
diferenciacion que acarrearian las diferencias genéticas presumidas.

Sin embargo, existen casos de grupos de individuos que a pesar de estar
separados por pocos metros, dando posibilidad en consecuencia a un fuerte flujo génico
entre ellos, mantienen evidentes diferencias fenotipicas (diferencias de clase, no de
grado). Esto sugiere la posibilidad de que las diferencias fenotipicas resulten de una
fuerte seleccion diferencial provocada por condiciones ambientales que varian
abruptamente (Linhart y Grant 1996) conjugada con algln tipo de barrera biologica (no
geografica) al flujo génico entre los grupos diferenciales (por ejemplo barreras
fenologicas). Alternativamente, la diferencia observada entre estos grupos puede ser
resultante de respuestas plasticas de las plantas a factores ambientales, tal vez conjugada
con alglin grado de diferenciacion genética (Fang y col. 2006).

El limite superior del bosque en el ecotono bosque — prados alto-andinos,
comunmente denominado “treeline”, es el limite de vegetacion mas reconocido en todos
los continentes (Hertel y col. 2008), siendo empleado por lo tanto en sentido amplio
como el limite entre el estrato lefioso, sea este arboreo o arbustivo, y el pastizal de altura
(Korner, 1998). Otro concepto relacionado que suele hallarse en la bibliografia es el de
“timberline”, definida como la mayor elevacion a la cual los arboles ocurren con una
estatura caracteristica de arboles hallados dentro de bosques subalpinos (Daubenmire
1979). Entre la timberline y la treeline se extiende una franja de ecotono de ancho
variable, que depende del gradiente de factores biofisico y fisicoquimicos (Smith y col.
2003). A altas altitudes, la transicion entre esas dos comunidades incluye los bosques
“krummholtz”, conformados por arboles de baja estatura y fustes deformados y
decumbentes (Daubenmire 1954, Wardle 1971, Tranquillini 1979). En cualquier caso,
los arboles que crecen en el area comprendida entre la timberline y la treeline estan
tipicamente distorsionados en cuanto a su estructura (matas de krummholtz, arboles
bandera y formas arbdreas achaparradas) y ocurren a baja densidad a través de un area
de transicion desde el bosque a la tundra alpina (Tranquillini 1979, Stevens y Fox 1991,
Korner 1998, Sveinbjornsson 2000). En el ambiente dominado por el estrato
krummholtz, se han hallado diferencias entre poblaciones tanto genéticas (Grant y
Mitton 1977, Rogers y col. 1999) como plasticas (Stocking y col. 2009). Sin embargo
este tipo de estudios se han concentrado en especies coniferas y del hemisferio norte
(Paulsen y col. 2000).

Nothofagus pumilio es la especie que ocupa esta posicion en el bosque andino
patagonico. En la mayor parte de su distribucion, la lenga crece en las laderas a lo largo
de un gradiente altitudinal que abarca varios cientos de metros (Dimitri 1972, Bava
1999, Prémoli 2004, Stecconi 2005). La forma de crecimiento de las plantas a lo largo
de este gradiente va cambiando de arborea alta en las zonas de menor altitud hasta
achaparrada en las zonas mas altas, en el limite altitudinal superior del bosque, con
formas intermedias entre los dos extremos (Dimitri 1972, Prémoli 2004, Stecconi 2006,
Stecconi y col. 2010).

Stecconi (2006) describe nueve formas arquitecturales para la especie, que



98

ocurren en el gradiente altitudinal: a) achaparrada baja, b) achaparrada alta, c)
decumbente, d) arbérea multitronco, e) arbdrea baja, f) arbdrea alta en bosque cerrado,
g) arborea baja bajo dosel cerrado de bosque puro (individuos oprimidos), h) arbérea
alta en claros de bosques puros, e 1) arborea alta en bosque abierto. Estas formas podrian
ser agrupadas basicamente en tres morfotipos, arboreo, achaparrado y rastrero (Figura
5-1). Los morfotipos achaparrado y rastrero estan asociados a las mayores altitudes, en
el limite del estrato arboreo, y el morfotipo arboreo a menores altitudes (Stecconi 2006,
Stecconi y col. 2010). Las lengas achaparradas crecen en masas compactas limitando
con la vegetacion altoandina. Son descriptas como individuos de entre 0,5 a 1 m de
altura, compuestos por varios ejes, los cuales pueden adoptar un desarrollo vertical u
oblicuo. Debido a la frecuencia de la pérdida apical y de las quebraduras ocasionadas
por agentes exdgenos (i.e. nieve, rocas, piedras, viento) las ramas laterales se orientan
verticalmente formando varios ejes codominantes similares entre si, reemplazando al eje
principal perdido (Stecconi 2006). Las lengas decumbentes o rastreras, se encuentran a
gran altitud, en abruptas pendientes, expuestas a fuertes vientos y a gran acumulacion de
nieve. Estos individuos presentan un tronco principal tendido sobre la superficie del
suelo, del cual se diferencian ejes que se desarrollan inicialmente en forma horizontal,
para luego tomar orientacion vertical. Cada rama en su extremo proximal horizontal
puede desarrollar raices adventicias. Suelen estar asociados a individuos arbéreos altos,
por lo cual se especula que serian individuos de esta forma que han caido (Stecconi
2006). Las lengas arboreas crecen en sitios protegidos y con mayor desarrollo del perfil
edafico. Presentan como principal caracteristica un tronco principal libre de ramas y la
presencia de una copa relativamente pequefia, en comparacion a la altura del arbol. La
copa esta formada por cuatro categorias principales de ejes: un eje principal, ramas
primarias, ramas secundarias y brotes cortos sobre las anteriores (Stecconi 2006,
Stecconi y col. 2010). El patron de crecimiento de una copa estd dado por la relacién en
el crecimiento del vastago principal y las ramas de distinto orden. El término “control
apical”, introducido por Brown, McAlpine y Kormanik (1967), es aplicado a las plantas
lefiosas y se refiere a la inhibicidn del crecimiento de ramas laterales por la presencia de
yemas por encima de ella (Wilson 2000). Con respecto a la ramificacion de las especies
arboreas se diferencian aquellas originadas debido al crecimiento proléptico o al
crecimiento siléptico. El primero se refiere a la formacion de los distintos brotes a partir
de yemas axilares, luego de una temporada de receso, en cambio el crecimiento siléptico
ocurre en la misma temporada que el eje principal, originandose del mismo meristema
apical (Cline y Harrington 2007). El nimero, la longitud y la posicion de los brotes
silépticos influencia la forma o arquitectura del arbol (De Wit y col. 2002).

La ocurrencia de bosques de individuos achaparrados muchas veces es
condicionada por el sitio, siendo posible hallar individuos de muy bajo porte no
solamente a elevadas altitudes sino también en lomas pedregosas con escaso desarrollo
edafico, o bajos arcillosos anegadizos. Una caracteristica notable en individuos de lenga
con el incremento de la altitud y de la pendiente de la ladera son los fustes tipicamente
torcidos pendiente abajo, en forma de J, posiblemente por el peso de la nieve acumulada
en los estadios juveniles, fendmeno también descrito para otras especies.Los individuos
achaparrados ocurren en la treeline, como ya fue mencionado, pero también en laderas
de pendientes elevadas donde ocurren habitualmente avalanchas de nieve.

Nothofagus antarctica (iire) es una especie caducifolia de los bosques
antinopagdnicos, se caracteriza por ser una de las especies del género con mayor
tolerancia ecoldgica. Al igual que la lenga, esta especie posee una amplia distribucion
junto con la variada gama de ambientes diferentes en los que se encuentra (Donoso
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1987) explican la gran diferenciacion intraespecifica observada en esta especie. De esta
manera se pueden reconocer tres grupos poblacionales: un morfotipo arbéreo 6ptimo,
otro arbustivo achaparrado y un tercero camefitico de turbera, los cuales estarian
representando adaptaciones diferentes a distintas condiciones ambientales (Ramirez,
1985). Ademas, se ha planteado la posibilidad de existencia de hibridos entre lenga y
fiire (Donoso 1987, Quiroga y col. 2005). En experiencias de produccion de plantines de
fiire en vivero, una alta proporcioén de individuos presentan un habito de crecimiento
decumbente (Schinelli Casares, comunicacion personal).

En lenga, en la franja ecotonal entre la treeline y la timberline ocupada por la
lenga coexisten las tres formas descriptas (morfotipos arbdreo, achaparrado y
decumbente o rastrero) ocupando sitios colindantes entre si, posibilitando por lo tanto el
flujo génico entre los tres.

Figura 5-1: Morfotipos consociados en el estratro de la timberline altitudinal de lenga.
a) arboreo, b) achaparrado, c) rastrero.

El objetivo central de este capitulo es determinar si la variacién fenotipica
evidente entre los tres morfotipos es causada por efectos de diferenciacion genética, o si
alternativamente debe ser atribuida a plasticidad fenotipica. Los objetivos especificos de
este capitulo fueron determinar la posible existencia de variacion genética en tamafio y
peso de semilla, crecimiento, habito de crecimiento, variacion arquitectural entre, entre
los distintos morfotipos de N. pumilio, presentes entre el limite del timberline y el
treeline de la especie.
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Las preguntas especificas abordadas en este capitulo son: a) ;Existe variacion
fenotipica en caracteres seminales entre los distintos morfotipos?, b) ;(Los tres
morfotipos poseen un patrén de crecimiento similar?, y c¢) ;La variacion arquitectural
evidente entre los distintos morfotipos esta controlada genéticamente o es un caracter
plastico?
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5.2 Variacion seminal
5.2.1 Materiales y métodos

El muestreo se llevdo a cabo en dos poblaciones marginales secas
(aproximadamente 500 mm de precipitacion media anual) en el area de la timberline,
colindantes con la estepa patagénica hacia abajo y con las praderas altoandinas hacia
arriba, las que fueron denominadas “La Hoya alto” y “Ao. Rodeo”. En ambos casos se
trata de bosques de ecotono que bordean cursos de agua sin cubrir toda la ladera, siendo
abrupto el limite con la vegetacion esteparia. La altura del estrato arboéreo alcanza los
12-15 m en el centro de los parches boscosos, disminuyendo hacia los bordes. La
arquitectura también es bastante variable, con ejemplares de mucha ramosidad y ramas
bajas en el borde de las manchas, y en el interior del parche boscoso arboles con fuste
monopddico hasta unos 4-5 m de altura, donde inicia la copa. La estructura del bosque
es irregular, con ejemplares afiosos y de grandes didmetros dispersos, rodeados de
individuos de menores edades y diametros, y regeneracion en los claros y bordes de las
manchas boscosas. Suelen hallarse restos de troncos calcinados de antigliedad incierta,
tanto en el interior como en los claros boscosos.

La poblacion la Hoya alto se encuentra sobre la ladera occidental del cordon
Esquel, dentro del area de precordillera (42° 49° S, 71° 15 W). En este caso las
manchas boscosas bordean la cuenca del arroyo Esquel y sus afluentes, desde los 950 m
snm hasta el limite altitudinal superior, a los 1.550 m snm. El area pertenece al ejército
argentino y se halla libre de pastoreo, excepto por un ramoneo de baja intensidad de
guanaco. Los sitios con suelos mas someros, con afloramientos rocosos y mucha
pedregosidad, son ocupados por Nothofagus antarctica de forma achaparrada, y los
sitios de menor altitud se hallan ocupados por un bosque mixto de lenga y Austrocedrus
chilensis. El area de cosecha fue en las nacientes del arroyo Esquel, en cercanias del
centro de esqui La Hoya. La pendiente es de unos 30° y la exposicion oeste (Figura 5-2).

La Poblacion Ao. Rodeo se halla en la ladera oriental del cordon Esquel (42° 50°
S, 71° 13° W). En este caso la timberline se encuentra por encima de los 1.600 m snm.
El 4rea pertenece a un campo privado, y es usado como campo de veranada alta con
presencia de ganado vacuno y equino. El sitio presenta exposicion este, con fuertes
pendientes de mas de 30° (hasta 45°), que modelan profundos cafiadones por los cuales
discurren cursos de agua permanentes que constituyen las nacientes del arroyo Rodeo.
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Figura 5-2: Timberline en la poblacion La Hoya

En el afio 2005 se cosecharon en cada poblacion 20 individuos por morfotipo
(arboreo, achaparrado y rastreo), 50 semillas por cada individuo separados entre si al
menos 30 metros (Callaham, 1964). En La Hoya alto la cosecha se realizd entre los
1.450 y los 1.500 m snm, mientras que en Ao Rodeo entre los 1.550 y los 1.600 m snm.

Las variables seminales evaluadas fueron: peso de 100 semillas (P), largo de
semilla (L), ancho de semilla (4) y la relacion largo sobre ancho de semilla (L/4). Para
determinar el peso de 100 semillas, 300 semillas de cada morfotipo y poblacion fueron
tomadas al azar y divididas en 3 réplicas. Para medir el tamafo de la semilla, se tomod
una muestra de 20 semillas de cada morfotipo y poblacion y se midieron la longitud y el
diametro de cada semilla con un calibre, tal como fue descripto en el Capitulo 2.

El anélisis de los componentes de la varianza se realizd para las variables peso
de 100 semillas, ancho, largo y relacion largo sobre ancho de semilla, utilizandose el
siguiente modelo lineal:

Yl-jk=,u+Ml-+Pj+ MlP] +eijk

donde: Yji es la ijk-ésima observacion de la variable, 4 es la media general, M;
representa el efecto fijo del i-ésimo morfotipo, P;, representa el efecto fijo de la j-ésima
poblacion, M;P; es el efecto fijo de la interaccion entre el i-ésimo morfotipo y la j-ésima
poblacion y ej es el error aleatorio con varianza 0 y normalmente distribuido. Se
chequeod la homogeneidad de la varianza y la normalidad de los residuales a partir de
grafico de ploteo de residuales y un grafico de probabilidad de distribucion normal.
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Se utilizo6 el programa estadistico INFOSTAT (Di Rienzo y col. 2011). Se
realizé un ANOVA y un test de Tuckey para evaluar la significancia de las diferencias
entre los efectos fijos.

5.2.2 Resultados

Para la variable peso de 100 semillas (P) se probd un efecto de interaccion entre
poblaciones y morfotipos (p < 0,05, Figura 5-3Error! Reference source not found.).
El morfotipo achaparrado resulté ser el de mayor peso en la poblacion Ao. Rodeo, pero
de peso intermedio en La Hoya. Sin embargo, en las dos poblaciones el morfotipo
rastrero fue el de menor peso, difiriendo significativamente de los otros morfotipos,
independientemente de la poblacion.
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b}
a
L
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*
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arhoreo achaparrado rastrero
morfotipo
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Figura 5-3: Efecto de la interaccion del origen de la semilla y el morfotipo, para el peso
de 100 semillas.

Para las variables morficas de semilla, no hubo interaccion entre poblaciones y
morfotipos, ni diferencias entre poblaciones, para ninguna variable. Para el factor
morfotipo hubo diferencias significativas tanto para el largo como en ancho de semillas.
El morfotipo achaparrado resultd tener semillas significativamente mas largas que los
otros dos tratamientos, mientras que el morfotipo rastrero produjo semillas
significativamente mas angostas que el morfotipo achaparrado como puede observarse
en la Tabla 5-1. No hubo diferencias entre los distintos morfotipos para la variable largo
sobre ancho.

Tabla 5-1: Test de Tukey para p < 0,05. Medias y diferencias significativas de largo,
ancho y relacion largo sobre ancho de semilla entre los morfotipos evaluados. Letras
diferentes indican diferencias significativas.

Morfotipo Largo [mm] Ancho [mm] L/A
Rastrero 6,82 A 4,24 A 1,61 A
Arboreo 7,18 A 453 A B 1,58 A

Achaparrado | 7,61 B 4,77 B 1,60 A
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5.3 Variacion en caracteres morfolégicos y de crecimiento
en plantines en vivero
5.3.1 Materiales y métodos

Se analiz6 variacidon en rasgos de crecimiento y morfologicos en plantines de
dos afios de edad correspondientes a las 2 poblaciones y los tres morfotipos del subtitulo
anterior. Los plantines fueron producidos en ambiente comun, tal como fue para los
ensayos del Capitulo 2, utilizando semilla del muestreo en el subtitulo anterior.

Se instald un ensayo de ambiente comun en invernaculo con un total de 162
plantas, repartidas en 3 bloques completos al azar, donde la unidad experimental estuvo
constituida por una parcela lineal de 9 plantas. Durante la segunda temporada de
crecimiento se midio la altura de cada planta a intervalos de 10 a 15 dias, desde el inicio
de brotacion hasta el cierre de yemas, por un lapso de aproximadamente 6 meses a partir
de la medicion inicial (14 mediciones en total, al igual que lo descrito en los capitulos
anteriores). Posteriormente se modeliz6 el crecimiento en altura de cada plantin,
nuevamente ajustando para cada individuo la curva de Boltzmann por regresion, de la
que se extrajeron (como en los capitulos 3 y 4): en forma directa las variables altura
final (H)), altura inicial (Hy), tiempo medio (75p) y pendiente (S), y se derivaron las
variables tiempo de inicio (77), tiempo final (79), duracion del periodo de crecimiento
(Dur) y pendiente maxima (7asa). Para el ajuste de las curvas se utilizo el software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 1 Software, San Diego CA, USA).

Al finalizar la segunda temporada de crecimiento, y luego de producido el cierre
de las yemas vegetativas, se mididé en cada plantin la altura total (H), didmetro a la
altura del cuello (D), nimero de yemas en el eje principal (NY), numero de ramas de
primer orden (NRI), longitud de la rama de primer orden de mayor longitud (LRI),
numero de ramas de segundo orden (NR2), longitud de rama de segundo orden de
mayor longitud (LR2), pérdida de apice (AS), presencia de bifurcaciones (B) y tipo de
habito del plantin (74), erguido o decumbente. Posteriormente, tal como ya fue
descripto, se calcularon las variables longitud media del internodo (L/NY), indice de
esbeltez (L/D) y relacidon longitud del eje principal y longitud de la rama de primer
orden mas larga (L/LR1).

Para las variables de distribucidon continua, la comparacion entre medias de los
efectos fijos y entre varianzas de los efectos aleatorios se realizo a través de un modelo
mixto, utilizando como ya se dijo anteriormente el paquete /me4 de R (R version 2.11.1,
the R Foundation for Statistical Computing 2010), para el siguiente modelo de efectos
fijos y aleatorios:

Yije = u + M; + Pj + M;P; + By + € + €yjiq

donde: Yj es la ijki-ésima observacion de la variable, u es la media general, M,
representa el efecto fijo del i-ésimo morfotipo, P;, representa el efecto fijo de la j-ésima
poblacion, M;P;es el efecto fijo de la interaccion entre el i-ésimo morfotipo y 1 j-ésima
poblacion, Birepresenta el efecto aleatorio del k-ésimo bloque, g representa el efecto
del error principal distribuido normalmente y con varianza 0, y e; es el efecto aleatorio
del error de subparcela, también distribuido normalmente y con varianza 0.

Posteriormente se revisaron los supuestos de distribucion normal de los errores
con la prueba de Shapiro-Wilk para cada variable analizada.
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5.3.2 Resultados

Las medias por morfotipo de los parametros evaluados de las curvas de
crecimiento para las dos poblaciones ensayadas pueden observarse en la Tabla 5-2.

Tabla 5-2: Medias (y CV,en %) de los pardmetros estimados de las curvas de
crecimiento para los morfotipos ensayados en cada poblacion.

Morfotipo [nlj ] [er;] [d?g(;] S Tasa [dg;] [d?;(;] [c?igg]
Arbéreo 32,2 180,5 71,7 9,0 3,0 51,9 91,5 39,6

o) (97) (84) (72) (69) (83) (75) (70) (69)
§ achaparr. 42,6 308,5 104,3 12,9 5.1 76,0 132,7 56,6
5 65 (30) (®) (22 (19 (© (9 (22)
g Rastrero 37,9 326,0 106,3 141 5.1 72,5 132,2 59,7
(76)  (30) (5) (15 (32) (21) (21)  (25)

Arboreo 25,1 139,4 66,1 8,4 2,4 47,7 84,6 36,9

o (118) (84) (76) (74) (85) (80) (75) (74)
% 43,6 263,8 105,3 13,8 4,2 72,2 130,6 58,4
@ echapar (70)  (34)  (8) (30) (36) (24) (23)  (36)
< Rastrero 26,1 210,2 69,2 9,0 3,7 49,4 89,0 39,6
(96) (75) (71) (68) (68) (74) (70) (68)

De las variables relacionadas al crecimiento, se hallaron diferencias
significativas entre morfotipos para altura final y pendiente maxima. Los plantines
provenientes del morfotipo rastrero crecieron significativamente mas y mas rapidamente
que los del morfotipo arboéreo, no diferenciandose de los plantines del morfotipo
achaparrado. No se hall6 interaccion entre poblacion y morfotipo para ninguno de los
caracteres evaluados. El resultado de las comparaciones estimados a partir de MCMC
puede observarse en la Tabla 5-3 y Tabla 5-5.

Tabla 5-3: Variaciéon entre morfotipos para altura final ajustada del modelo de
crecimiento. Salidas de modelo mixto, simulaciéon Método de Marcov (MCMC), letras
diferentes denotan diferencias significativas (p de MCMC< 0,05).

Estimado pMCMC

Intercepto 226.73 0.004
pop La Hoya 35.09 0.0304*
Mortach 41.31 0.0506

Morfrast 72.92 0.0008*
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Tabla 5-4: Variacion entre morfotipos para pendiente maxima ajustada del modelo de
crecimiento. Salidas de modelo mixto, simulacion Método de Marcov (MCMC), letras
diferentes denotan diferencias significativas (p de MCMC< 0,05).

Estimado pMCMC

Intercepto 226.73 0.004
pop La

Hoya 35.09 0.0304*
Morfach 41.31 0.0506
Morfrast 72.92 0.0008*

El resumen de las variables arquitecturales analizadas puede verse en la Tabla
5-5.

Tabla 5-5: Medias y CV de las variables arquitecturales evaluadas: altura (H), didmetro
(D), nimero de ramas de primer orden (R1), longitud de la rama més larga (LR1),
relacion altura sobre diametro (LD),longitud de entrenudos (ent), relacion altura sobre
longitud de rama (Ir).

Arboreo Achaparrado Rastrero

Media CvV Media CvV Media CvV
H [mm)] 237.5 34 283.8 34 323.5 32
D [mm)] 4.8 20 5.1 17 5.4 22
NY 13.7 41 17.1 38 20.0 122
NR1 3.7 96 3.9 71 3.2 61
LR1 [mm] 92.3 66 120.5 56 138.7 48
NR2 0.1 693 0.0 0 0.0 0
LR2 [mm] 2.0 693 0.0 0 0.0 0
AS [%] 0.1 267 0.1 324 0.0 505
B 0.1 335 0.1 286 0.0 721
Hd 0 0 0 0 0 0
L/D 49.2 29 55.7 31 59.7 20
L/NY 18.1 31 17.0 21 19.5 36
L/NR1 0.0 81 0.0 56 0.0 61
L/LRI 0.4 58 0.4 52 0.5 56

En todas las variables analizadas, el morfotipo rastrero presentd los plantines
mas vigorosos, y el morfotipo arboreo por el contrario, los de menor desarrollo. No se
hall6 interacciones entre los efectos fijos poblacion y morfotipo para ninguna de las
variables analizadas. El aporte del efecto fijo morfotipo en el modelo fue significativo
para las variables H, D, L/NY y L/D. Las salidas de la prueba Mcmc, informan que los
plantines del morfotipo arboreo fueron de menor H que los otros dos morfotipos (pach =
0,0102; pr = 0,0001), menor D que el morfotipo rastrero (p = 0,002), menor LR1 que el
rastrero (p = 0,006) y mayor relacion L//H que los otros dos morfotipos (pach = 0,0312;
pr = 0,0004). No se hallaron diferencias significativas entre morfotipos para el resto de
las variables analizadas (NRI, NR2, LR2, L/NY, L/NRI, By L/LRI). Se puntualiza que
tampoco se hallaron diferencias entre morfotipos para la variable 7/, destacaindose que
no se identificd ningin plantin con héabito de crecimiento decumbente para ningln
morfotipo.
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5.4 Discusion

En el presente capitulo se halld variacion en el tamafio de semillas de los tres
morfotipos presentes en el piso altitudinal superior de lenga. Las semillas del morfotipo
rastrero fueron de menor tamafio, principalmente de menor ancho que el morfotipo
achaparrado, lo que implica un menor desarrollo alar y, presumiblemente, una distancia
de dispersion menor, siendo consistente este resultado en las dos poblaciones analizadas.
Esto podria tener consecuencias ecologicas y microevolutivas (Linhart y Grant 1996,
Galloway y Fenster 2007). Desde un punto de vista ecoldgico, semillas de menor
superficie de ala tendrian mas probabilidades de caer en las proximidades de la planta
madre, la cual actuaria como planta nodriza, teniendo un efecto de facilitacion para las
plantulas (Callaway y col. 2002, Montesinos 2007). En el ambiente alpino las bajas
temperaturas, peso de la nieve, intensidad del viento e inestabilidad del suelo pueden
limitar el crecimiento mas que la disponibilidad de recursos. Una mejora de estos
severos estreses por cercania a las plantas nodrizas puede favorecer el crecimiento a
pesar de la competencia por recursos que se establece con la misma nodriza (Callaway y
col. 2002). Tras la germinacion, la sombra que proporcionan las plantas nodrizas
protege a las plantulas de la sequia estival, mejorando el balance hidrico del suelo
(Callaway 1995, Verdu y Garcia-Fayos 1996, 2003). Bajo las plantas nodrizas se halla
mayor proporcion de materia organica y mayor contenido en nitrégeno que en espacios
abiertos (Callaway 1995, Callaway y col. 2002, Joy y Young 2002, Verdu y Garcia
Fayos 2003, Verdi y col. 2004). Posteriormente las mismas plantas nodrizas
proporcionan proteccion a los renuevos del efecto erosivo del hielo, manteniendo
protegidas las plantulas de las temperaturas extremas gracias al efecto aislante de la
capa de nieve y protegiéndolas del viento (Callaway y col. 2002, Smith y col. 2003,
Lueberd y Pliscoff 2006, Batllori y col. 2009). El patron de dispersion de las semillas
contribuye a la estructura genética de las poblaciones (Willson y Traveset 2000). Un
movimiento de genes limitado dentro de una poblacion puede conducir a una estructura
de "vecindades" de individuos mas o menos relacionados (Levin 1981, Gibson y
Wheelwright 1995). La microdiferenciacion de las poblaciones locales puede ocurrir en
una escala espacial muy pequefia, en respuesta a la seleccion localizada y/o a unflujo de
genes muy restringido (Linhart y Grant 1996, Chung y col. 2003, Galloway y Fenster
2007). Un tamafio diferencial de semillas entre los distintos morfotipos de lenga puede
entonces conducir a una estructuracion genética diferencial entre los morfotipos, al
menos distinguiendo al morfotipo achaparrado de los otros dos.

Premoli (1991) estudi6 en N. antarctica (fiire) la variacidon natural intraespecifica
en caracteres morfologicos y seminales, asociando la variabilidad en estos caracteres
con la calidad de sitio. Asi agrup6 por un lado aquellos sitios de muestreo con semillas
mas pesadas, con hojas alargadas y pertenecientes al morfotipo arboéreo, que a su vez
puede relacionarse con condiciones Optimas de desarrollo (Ramirez, 1985) y un segundo
grupo a los sitios con semillas mas livianas, hojas redondeadas y pertenecientes al
morfotipo achaparrado, que se corresponde con caracteristicas extremas del ambiente
fisico (Premoli 1991). Es decir, la autora pudo relacionar estos caracteres seminales
(peso de semilla) con calidad de sitio y morfotipos. Sin embargo, en dicho trabajo el
muestreo incluye sitios de cosecha en un gradiente también altitudinal (800 — 1300 m
snm), obteniendo la semilla mas pesada del morfotipo arboreo de dos sitios de muestreo
entre los 900 y 950 m snm. En nuestro caso, la semilla fue colectada de morfotipos que
coexisten en sitios aledafios, de la misma altitud, con una posible variacién
microambiental.
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Analizando los pardmetros de los modelos de crecimiento resulta evidente que
los tres morfotipos tuvieron crecimientos indiferenciados, con excepcion de la altura
final alcanzada luego del segundo periodo vegetativo y pendiente maxima, siendo el
morfotipo rastrero el que desarrolld mayor altura en las dos poblaciones y mas
rapidamente. Es decir que la mayor longitud del morofotipo rastrero fue debida a una
mayor pendiente de la curva de crecimiento y no a un mayor periodo de crecimiento. De
la mano con este resultado, también se diferenciaron los plantines en caracteristicas
arquitecturales entre los morfotipos rastrero y arboreo. Al finalizar la segunda
temporada de crecimiento las plantulas del morfotipo rastrero fueron las de mayor vigor,
en contraste con las plantulas del morfotipo arbdreo que constituyeron el morfotipo de
menor vigor, tanto en altura como en didmetro, relacion altura didmetro y longitud de
entrenudo.

Las evidencias del ensayo de ambiente comin ponen de manifiesto una
componente genética en la variacion de los morfotipos en el desarrollo y arquitectura de
plantines. Stevens y Fox (1991) en una revision acerca de las causas del treeline,
propone, entre otras, una hipotesis de dominancia apical, estipulando que si las
poblaciones treeline se han adaptado a las condiciones locales, las plantas individuales
del treeline deben tolerar la pérdida frecuente de sus apices dando como resultado el
aumento de la frecuencia con la que estas se dividen a través de la formacion de raices
adventicias o a través de desprendimiento repetido de algunos de sus tallos multiples.
Sin embargo, esta diferencia en la estrategia de crecimiento tendria que ser de origen
genético y no solo por motivos medio ambientales. El alargamiento significativamente
mayor de los brotes siléptico seria la consecuencia del control apical. Entendemos que
el control apical tiende a ser débil cuando los brotes siléptico crecen largos y con un
angulo menor (mas fastigiados). Por lo tanto, un mayor desarrollo de las ramas de
primer orden en el morfotipo rastrero en el ensayo de ambiente comun, puede ser un
indicador de un menor control apical de estas plantas, en concordancia con la hipotesis
de control apical propuesta por Steven y Fox (1991).

No se verifico la hipotesis de variacion en el tipo de habito (erguido o
decumbente) entre los diferentes morfotipos, a diferencia de lo reportado en N.
antarctica. Por lo tanto, los procesos de deformacién que evidencian los individuos
rastreros en el krummholtz estarian ligados a efectos del ambiente en donde se
desarrollan, tal como ha sido postulado en numerosos trabajos (Dimitri 1972, Donoso
1981, Gutierrez y col. 1991, Luebert y Pliscoff 2004), pero la mayor tendencia a
ramificar y el mas débil control apical en el morfotipo rastrero, podria inferirse
adaptacion local, ya que una mayor tendencia a ramificar favoreceria la ocupacion de
sitios en ausencia de competencia. Sin embargo la diferenciacion en el potencial de
crecimiento en condiciones favorables (sin competencia), diferenciaria los individuos
provenientes del morfotipo rastrero por sobre los otros dos morfotipos,
fundamentalmente el morfotipo arbdreo.

A la luz de estos resultados (i.e. morfotipo rastrero produce plantulas mas
vigorosas en ambientes sin limitantes) surge el interrogante de por qué no se evidencia
un proceso de avance en las masas boscosas de este morfotipo sobre el resto. Creciendo
en condiciones de menor presion ambiental el morfotipo rastrero produciria plantines
que morfologicamente se diferenciarian del resto s6lo en la longitud de sus ramas. En
cambio, en condiciones de estrés ambiental se produciria una seleccion direccional
favoreciendo un morfotipo sobre otro. Igualmente en la posible zona de contacto de
ambos morfotipos se produciria un mayor flujo génico, tanto polinico como de
dispersion de semillas.
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6 VARIACION GENETICA EN LENGA
(Intrapoblacional)
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6.1 INTRODUCCION

Numerosos estudios de variacion genética con caracteres cuantitativos se pueden
encontrar en la bibliografia forestal. Sin embargo, una minoria de ellos explora la
variacion genética intra-poblacional ademas de la inter-poblacional. Son necesarios
muchos recursos y mayor tiempo que el requerido por otras metodologias de abordaje
(basicamente marcadores genéticos) para poder conducir un ensayo en ambiente comun
que incluya tanto poblaciones como familias para poder estimar parametros de variacién
genética entre y dentro de las poblaciones. La mayoria de los ejemplos mas
desarrollados en la literatura corresponden a especies bien estudiadas del hemisferio
norte como Pseudotsuga menziesii (Rehfeldt 1978, Campbell 1986), Picea glauca (Liy
col. 1993, Jaramillo-Correa y col. 2001), Pinus contorta ssp. latifolia (Yang y col.
1996), Quercus petrae (Kremer y col. 1997) y Pinus pinaster (Gonzalez Martinez y col.
2002). En especies del hemisferio sur las posibles referencias son mucho menos
frecuentes, pudiéndose citar para Argentina Aparicio y col. 2010, 2012; Pastorino y col.
2010, 2012), Araucaria araucana (1zquierdo 2009), y Nothofagus nervosa (Gallo y col.
2000).

La amplia mayoria de los trabajos en Nothofagus encontrados en la literatura han
estimado diversidad genética utilizando marcadores genéticos, con pocos antecedentes
en el uso de caracteres cuantitativos para poner a prueba hipdtesis de adaptacion. La
excepciodn son los trabajos ya citados en lenga sobre variacion geografica en el gradiente
altitudinal (Premoli y col. 2007) y en el gradiente de precipitaciones (Arbetman y col.
2008), en N. antarctica (Steinke y col. 2008) sobre variacion natural in situ en distintos
ambientes (sin el uso de ensayos de ambiente comun) y sobre N. nervosa (Gallo y col.
2000) sobre sobrevivencia y crecimiento inicial. Pero en ninguno de ellos se avanza en
la estimacién de variacion intra-poblacional. El abordaje de la variacidon genética con las
herramientas cuantitativas permite poner a prueba hipotesis sobre adaptacion local y
plasticidad fenotipica, y la importancia evolutiva de las distintas variables ambientales
que modelan la estructura genética de la especie.

Hasta el presente capitulo, han sido presentados los resultados de ensayos en los
que se pusieron a prueba distintas poblaciones naturales de lenga sin representacion de
relaciones familiares. Esto permitié analizar la variacion genética geografica, o sea la
variacion existente entre las poblaciones. Sin embargo, es sabido que gran parte
(comunmente la mayor parte) de la variaciéon genética de una especie esta contenida
dentro de sus poblaciones naturales. Para analizar el nivel intra-poblacional es
indispensable conocer las relaciones de parentesco entre los individuos analizados,
siendo la “familia de polinizacion abierta” la mas simple y comlinmente utilizada en
estudios de genética ecoldgica.

Para complementar los estudios de variacion geografica hasta aqui presentados,
incluimos en este capitulo el analisis de ensayos en los que se ha tenido en cuenta la
representacion familiar. Los objetivos especificos del capitulo son:

Estimar la particion de la varianza fenotipica en caracteres cuantitativos de plantines
en vivero.

Estimar y comparar heredabilidades para distintos caracteres en poblaciones mésicas
y secas.

Estimar y comparar heredabilidades entre caracteres adaptativos (“fitnesstraits”) y
no adaptativos (“non-fitnesstraits”) en las distintas poblaciones.
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Estimar parametros de diferenciacion genética en caracteres cuantitativos Qsr
(Spitze 1993).
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6.2 Variacion en caracteres seminales
6.2.1 Materiales y métodos

En el afio 2009 se cosecharon semillas de 63 arboles correspondientes a cuatro
poblaciones de un mismo rango altitudinal pero distintos regimenes de precipitacion
[una seca (LHb), una mésica (Hb) y dos himedas (T y LE)]. Las semillas de cada arbol
(unas 500) se mantuvieron separadas y conformaron una familia de polinizacion abierta.

Para cada familia cosechada se midi6 el peso de 100 semillas segun fue descrito
en el Capitulo 2. Solo este rasgo seminal fue considerado.

Para analizar variacion en peso de semillas entre y dentro de las poblaciones se
realizé un ANOVA con el siguiente modelo lineal mixto:

Yijk =+ P+ F + e
donde: Yy es la ijk-ésima observacion de la variable, x4 es la media general, P;

representa el efecto fijo de la i-ésima poblacion, Fjrepresenta el efecto aleatorio de la j-
¢ésima familia anidada dentro de poblacion y e es el error aleatorio NID (0, o).

6.2.2 Resultados

Los valores medios y desvios estandares para cada poblacion analizada pueden
verse en la Error! Reference source not found.. Se puede observar una amplia
variacion entre las distintas poblaciones.

Tabla 6-1: Media y desvio estandar del peso de 100 semillas para las cuatro poblaciones
estudiadas (N es el nimero de familias de cada poblacion).

Poblacion Media Desvio N
LHb Co. La Hoya bajo 2,90 0,62 12
Hb  Huemules bajo 1,82 0,47 27
T Trevelin 1,66 0,38 6
LE  Lo. del Engafio 1,69 0,29 18

El ANOVA permiti6 probar diferencias significativas entre poblaciones (p <
0,0001) y el efecto significativo de las familias (p < 0,05) dentro de poblaciones. El
calculo de los componentes de la varianza reveld que el 93,4 % de la varianza total fue
aportado por las familias, y el 6,6 % restante correspondio al error.
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6.3 Variacion en caracteres morfolégicos y de crecimiento
en plantines en vivero
6.3.1 Materiales y Métodos

En el afio 2008 se cosecharon semillas de 68 arboles correspondientes a tres
poblaciones marginales (LHb, LHa y SM) y una mésica (Hb) de dos rangos altitudinales
contrastantes (1.000 m snm y 1.450 m snm).

Luego de su estratificacion en frio por sesenta dias las semillas, se sembraron
sobre algodon envuelto en papel tissue dentro de bandejas plasticas transparentes, en
una sala de germinacion. Se reguld la temperatura en 19° C (temperatura O6ptima de
geminacion en lenga, Escobar 2007), y la germinacién comenzo al 7° dia de la siembra.
A medida que germinaban, las plantulas fueron repicadas a contenedores de 250 cm’ y
colocadas en un invernaculo con un disefio de bloques completos aleatorizados, con 8
plantas por parcela (3 repeticiones). Se utilizaron bandejas de 24 tubetes, por lo que
cada bandeja tuvo 3 parcelas de 8 plantas cada una. Debido a la heterogeneidad en la
germinacion, no pudieron completarse las 3 repeticiones de 8 plantas cada una en cada
familia, por lo que el disefio quedd desbalanceado. Sin embargo, cada una de las 68
familias estuvo representada por al menos 2 repeticiones, y cada repeticion con al
menos 4 plantas. Asi, incluyendo una mortalidad inferior al 5 %, el total de plantas del
ensayo al finalizar la temporada de crecimiento fue 897.

Para modelizar el crecimiento de cada plantin durante su primera temporada de
desarrollo, se siguid el mismo procedimiento de los capitulos anteriores (aunque en este
caso se modeld el crecimiento del primer afo y no del segundo), con mediciones
periodicas de la altura total y el ajuste por regresion de una curva sigmoidal (algoritmo
de Boltzmann). El primer registro se realiz6 a los 30 dias de la siembra, momento en el
que el 60% de la semilla habia germinado y habia sido colocada en su respectivo
contenedor. Las siguientes evaluaciones de altura se hicieron luego de la aparicion del
primer par de hojas verdaderas del 80% de las plantulas (dia 91) y posteriormente cada
aproximadamente 15 dias, puntualmente en los dias 105, 120, 132, 147, 162, 175, 189 y
196. La tltima medicion fue posterior a la formacion de yemas y quedoé definida cuando
no difirid6 de la medicion anterior. Como en los capitulos anteriores, de las curvas
ajustadas se derivaron los parametros altura final (), tiempo medio (7s59) y pendiente
(), y se derivaron las variables tiempo de inicio (77g), tiempo final (7y), duracion del
periodo de crecimiento (Dur) y pendiente méxima (7asa).

Al finalizar el crecimiento del primer afio, en el mes de abril, se caracterizd cada
plantin arquitecturalmente a través de: altura total (L), didmetro a la altura de cuello (D),
numero de yemas en el vastago principal (NY), nimero de ramas de primer orden (NR1),
longitud de la rama mas larga de primero (LR/) y presencia/ausencia de bifurcaciones.
Posteriormente se calcularon las siguientes variables secundarias: indice de esbeltez
(L/D), longitud de entrenudo (L/NY), ramosidad (NR1/L), indice de dominancia (LR1/L).

Para analizar la variacidon de los caracteres s se llevd a cabo un ANOVA con el
siguiente modelo estadistico:

Yige = p +P+Fite;t eijc
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donde: Y;;, representa el valor observado de la variable, p es la constante general,
P;representa el efecto fijo de la i-€sima poblacion, Fjrepresenta el efecto aleatorio de la
j-ésima familia anidada dentro de la i-ésima poblacion,g; representa el efecto del error
principal distribuido normalmente y con varianza 0, ye; es el efecto aleatorio del error
de subparcela, también distribuido normalmente y con varianza 0.

Luego de testear el cumplimiento de los supuestos requeridos, se aplico
ANOVA para probar diferencias significativas entre poblaciones y variabilidad de las
familias. Para el analisis se utiliz6 el paquete Ime4 del programa estadistico R (Bates
2010, 2011), tanto para variables con distribucion continua como variables con
distribucién binomial, que permite analizar dicha distribucion utilizando la
aproximacion de Laplace (Bates 2011). Los algoritmos utilizados en este paquete son
los de maxima verosimilitud restringida (REML), que son los méas convenientes para
manejar datos desbalanceados.

6.3.2 Resultados

De todas las plantas evaluadas inicialmente, se eliminaron aquellas cuyo error
estandar en alguno de los pardmetros estimados del ajuste en las curvas fue superior al
10%. Asi, se descartaron 99 plantas que no ajustaron convenientemente con la funcién
de Boltzmann. La eliminaciéon de estas plantas implicé perder una representacion
aceptable de algunas familias (el criterio de representacion fue al menos 2 repeticiones
con al menos 4 plantas por parcela), las que por consiguiente fueron desechadas del
analisis. Este raleo de familias provoco incluso que la poblacion Huemules quedara
representada por solo 3 familias, que se juzgaron insuficientes para una representacion
aceptable, por lo que se prefirid desechar la poblacion en forma completa. De esta
manera se incluyeron finalmente en el ANOVA 627 plantas correspondientes a 36
familias de tres poblaciones. De las plantas utilizadas para el ensayo de crecimiento, el
R’ promedio fue de 0,99, con un maximo de 1 y un minimo de 0,77. En la Tabla 6-2 se
presentan los valores medios y coeficientes de variacion de las poblaciones estudiadas.
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Tabla 6-2: Medias (y CV en %) de los pardmetros estimados para las curvas de
crecimiento para las tres poblaciones analizadas. N es el nimero de familias analizadas
por poblacién. Letras diferentes denotan diferencias significativas, utilizando MCMC.

Pardmetro L?{ Hoya La Hoya San Martin
N 7 16 13

Hy 319,4(36) A 264,3 (46) B 190,7 (46) C
) 121,3(11) A 116,5(15) AB 112,5(14) B
S 17,2 (24) 18,3 (34) 17,8 (36)
Tasa 4834) A 4049 B 3,1 (58) C
) 83,5(16) A 76,3(24) B 73,2(27) B
Ty 159,2 (11) 156,7 (16) 151,8 (15)
Dur 75,7 (24) 80,5 (34) 78,6 (36)

Se hallaron diferencias significativas entre poblaciones para Hy Tsp, Tasa'y T
(»< 0,0001; 0,0094; <0,0001 y 0,0271 respectivamente). En la Tabla 6.2 se presenta el
resultado de las comparaciones apareadas entre poblaciones, utilizando el método
MCMC, como fue descrito en el Capitulo 2. Las poblaciones La Hoya bajo y San
Martin difirieron entre si para estas cuatro variables, las poblaciones La Hoya alto y San
Martin difirieron para Hyy Tasa y finalmente las poblaciones La Hoya bajo y La Hoya
alto se diferenciaron para H; Tasa 'y T;. Esta diferencia se puede apreciar claramente
en la Error! Reference source not found., en donde se ve que las plantas de la
poblacién San Martin alcanzaron menor desarrollo que el resto de las poblaciones,
debido a una menor tasa de crecimiento.
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Figura 6-1: Simulacién de curvas de crecimiento promedio para las tres poblaciones
ensayadas, obtenidas a partir de los parametros generados por la funcion Boltzmann.

A través de los tests de razon de verosimilitud (LRT) se probo la significancia
del factor aleatorio “familia” para 4 de las variables de crecimiento (Hy, Tso, Tasa 'y Ty),
explicando el 7,9%, 7,4%, 8,9% y 10,8% de la variacion fenotipica observada,
respectivamente.
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El céalculo de heredabilidades solamente se realizo para la poblacion San Martin
para las variables Hy Tsg, Tasa'y Tj9, con valores de heredabilidad 0,45; 0,40; 0,47 y
0,48 respectivamente y p<0,05 (Error! Reference source not found.). Para el resto
de las variables en dicha poblacién y para todas las variables en el resto de las
poblaciones, las heredabilidades y coeficientes de variacion genética aditiva no fueron
calculadas, ya que no fue significativa la varianza familiar (p < 0,05) en el modelo.

La diferenciacion genética entre poblaciones para Hytuvo un valor moderado de
(Os1= 0,32), mientras que para Tsg, Tasay T;pfue mas baja (QOst= 0,18; 0,19 y 0,12
respectivamente) (Error! Reference source not found.). Para 79 y Dur, no pudieron
probarse diferencias significativas entre poblaciones, y por lo tanto no se calcularon los

Osr.

Para la evaluacion de los caracteres arquitecturales, se utilizaron las 897 plantas
instaladas en vivero. La dispersion de los datos fue alta, y sus valores juntamente con
las medias poblacionales se pueden observar en la Error! Reference source not
found.3.

Por medio de ANOVA se probaron diferencias significativas entre poblaciones
para altura y para todas las variables secundarias calculadas (excepto la relacion
longitud de rama sobre altura), en donde la poblacion de San Martin difirid
significativamente del resto, que conformd un grupo homogéneo (Error! Reference
source not found.). No se observaron diferencias significativas para la variable
didmetro.

La variabilidad entre familias fue significativa para todas las variables evaluadas,
excepto para presencia de bifurcaciones. Los componentes de la varianza familiares
fueron del 16% para L, 12% para D, 14% para la relacién L/D, 9% para longitud de
entrenudos y 5% para la relacion LR/L.
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Tabla 6-3: Medias de parametros arquitecturales (CV) estimados para cada poblacion. N
es el nimero de familias incluidas en cada poblacion.

Pardmetro |La Hoyabajo Huemules La Hoyaalto San Martin
N 12 15 26 15

L [mm)] 294,75 (36) 286,69 (35) 263,90 (47) 181,50 (46)
D [mm] 4,76 (20) 4,95 (18) 4,73 (21) 4,58 (22)
NY 21,05 (26) 21,14 (24) 19,81 (33) 16,72 (31)
NRI 1,12 (140) 1,31 (127) 1,03 (127) 1,11 (106)
LRI [mm] 3,19 (157)  3,35(152)  2,78(172) 2,68 (152)
B[%] 0,03 (576)  0,05(433) 0,06 (380) 0,08 (332)
L/D 62,13 (34) 58,06 (32) 54,90(42) 40,03 (44)
L/NY 13,71 (20) 13,33 (22)  12,85(395) 10,62 (29)
NRI/L 0,005 (168) 0,01 (140) 0,01 (150) 0,01 (161)

Si consideramos a la ramificacion como una variable binaria (presencia /
ausencia), comprobamos que no tuvo efecto el factor poblacion pero si el factor familia,
representando el 6,3% de la variacion total. Asi, el 63% de los plantines presentaron al
menos una rama de primer orden, con un maximo de 9 ramas y un promedio de 1,15.

En el caso de las variables en las que no pudo comprobarse un efecto familiar
significativo, no se estimo el pardmetro de heredabilidad, ya que se considerd que su
valor no seria significativamente distinto de 0.

Similarmente, la diferenciacion expresada por el parametro QOsr no fue calculada
para aquellas variables en las que no pudieron probarse diferencias significativas entre
poblaciones. Los valores de los parametros de variacion genética intra e inter-
poblacional calculados pueden observarse en la Tabla 6-4.
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Tabla 6-4: Varianza genética aditiva (o4), coeficiente de variacion genética aditiva
(CV4%) y heredabilidad (4°) para cinco variables medidas en plantines de lenga en
cuatro poblaciones naturales. Coeficientes de diferenciacion genética entre poblaciones
(QOsr) estan indicados para cada variable en la columna a la derecha.

La Hoya La Hoya

Pardmetro bajo Huemules alto San Martin | Qsr
o 0 0 790,74 54483

L Ccv, 0 0 55,23 4431 0,15
W 0 0 0,57 0,40
oA 0 0,12 0,49 0

D Ccv, 0 5,74 14,25 0 -
% 0 0,15 0,54 0
o4 0 0 226,35 146,59

LD | CVy 0 0 35,56 39,27 0,16
I8 0 0 0,43 0,48
o4 0 0 5,18 3,97

LY Ccv, 0 0 18,43 19,67 0,17
W 0 0 0,54 0,43
oA 0,001 0 0 0

LRI/L |CV, 114,67 0 0 0 -
% 1,16 0 0 0
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6.4 DISCUSION

En nuestro ensayo de peso de semillas comprobamos que un altisimo
componente (93 %) de la variabilidad se encuentra entre las familias dentro de cada
poblacién. De manera similar Pastorino y Gallo (2000) determinaron para peso de
semilla de Austrocedrus chilensis que el 85% del total de la varianza se debia a la
variacion dentro de cada poblacion. Este componente de varianza entre familias incluye
dentro de si la varianza entre individuos y la varianza entre semillas dentro de la misma
planta. Se ha hallado que este ultimo componente de variacion no es despreciable
(Michaels y col. 1988, 1998, Garrrido y col. 2005) y que depende de numerosos
factores, como la posicion de frutos y semillas sobre la planta, o la disponibilidad de
recursos al momento del llenado de semillas. Este ultimo factor puede ocasionar un
compromiso entre el tamafio y el nimero de semillas formadas contribuyendo a la
variacion entre y dentro de plantas en una poblacion (Michaels y col. 1988, Silvestown
y Lovett-Doust 1993, Vaughton y Ramsey 1998).

La variacion del tamafio de semilla entre individuos estd constituida por la
variacion genética y la plasticidad fenotipica (Vaughton y Ramsey 1998). La variacion
genética puede a su vez comprender dos origenes o causas diferentes (Antonovics y
Schmitt 1986; Mazer 1987; Silvertown y Lovett- Doust 1993, Castro 1999): por un lado
el genotipo de la nueva planta incluida en la semilla, y por otro la herencia materna de
algunos caracteres seminales relacionados en particular con la nutricion del nuevo
propagulo. Asi, tanto factores genéticos como microambientales tienen una importante
influencia en el tamafo de la semilla producida (Roach y Wolf 1987). Muchos factores
exodgenos, ligados al ambiente en el que se desarrolla la planta madre, influencian el
tamafo de la semilla tales como la disponibilidad de agua durante el periodo de llenado
de la semilla, la temperatura, longitud de la duracion del dia (efecto latitudinal)
afectando tanto la tasa como el tiempo de crecimiento; que afectan procesos endogenos,
tal como el contenido hormonal en semillas (Gutterman 2000).

La varianza entre familias estimada incluye toda esta variacion intrapoblacional,
tanto la genética como la ambiental, y por ende no es posible calcular su heredabilidad
al no poder aislarse el componente de varianza aditiva del resto. Para poder discriminar
los componentes ambientales y genéticos deberia contarse con clones creciendo en
condiciones de ambiente comun a los cuales se les cosechase la semilla (por ej. Castro y
col. 1999, Chaisurisri y col. 1992).

Las poblaciones de menor altitud, una mésica y otra xérica, crecieron
significativamente mas que las poblaciones de mayor altitud, pero difirieron entre si en
la forma de alcanzar dicho desarrollo. Es decir, la altitud podria explicar parte de la
variabilidad observada (poblaciones La Hoya bajo y La Hoya alto), pero existen otras
como las observadas entre La Hoya y San Martin que no parecen estar relacionadas con
esta variable, lo que podria estar vinculado con la variacion latitudinal. Se han
constatado diferencias significativas entre la poblacién San Martin tanto para variables
arquitecturales como de crecimiento.

Tal como se habia planteado en la hipotesis, los niveles de heredabilidad y
varianza aditiva fueron bajos para todas las variables derivadas de la funcion de
crecimiento, a excepcion de las plantas de la poblacion San Martin. En muchas de las
variables ni siquiera se pudo comprobar un efecto significativo familiar. Esto podria
interpretarse como evidencia de una alta presion de seleccidon para estos caracteres en
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todos los ambientes (Mérila y Sheldon 1999). La unica poblacion que se diferencia es
San Martin, la cual presenta valores medios a altos de heredabilidad y varianza genética
aditiva (entre 0,40 y 0,48) para tiempo medio, altura final, pendiente y tiempo de inicio
de crecimiento. Las variables tiempo de finalizacion de crecimiento y duracion del
periodo de crecimiento presentan en cambio valores nulos de heredabilidad y varianza
genética aditiva. Desde el punto de vista de los mecanismos que actualmente estan
operando en esta poblacidn, se evidencia una baja presion de seleccion direccional en
los caracteres en los cuales la heredabilidad fue alta y en cambio una alta presion para
aquellas variables en las cuales los valores de heredabilidad y varianza genética aditiva
fueron nulos (Mérila y Sheldon, 1999, Frankham 2002). La marcada diferenciacion de
esta poblacion marginal podria deberse a una adaptacion a sus condiciones tan
particulares, en especial su régimen pluviométrico xérico (se trata del extremo seco de
la especie) pero también a efectos de procesos de deriva génica, ya que su dimension es
muy reducida. Sobre estos dos factores estaria también influyendo su alto grado de
aislamiento, lo que la preservaria de recibir variantes genéticas de las poblaciones
occidentales de mayor desarrollo.

Las plantas durante la primera temporada de crecimiento alcanzaron una altura
media de 256,3 mm, un didmetro promedio de 4,9 mm y 19,3 entrenudos por vastago
principal, 63% de las plantas con ramas de primer orden y 1,15 ramas de primer orden
por planta. El tamafio de las plantas logradas fue muy superior a la evaluada en
condiciones naturales en donde durante el primer afio los plantines alcanzan apenas los
7,8 mm, 2,8 entrenudos en el vastago principal y carecen de ramas de primer orden
(Raffaelle y col. 1998). Si se analiza, indistintamente de la poblacion, el tamafio medio
de las plantas con y sin ramas, las plantas con ramas resultaron no diferenciarse por
altura, pero si resultaron ser mas vigorosas diferenciandose significativamente en el
diametro a la altura del cuello. Es posible por lo tanto que la caracteristica de ramosidad
esté relacionada con el vigor de las plantas.

Los resultados hallados sobre las cuatro poblaciones de lenga muestran a la
poblacion San Martin diferenciandose en las variables altura, indice de esbeltez y
longitud de entrenudos del resto de las poblaciones evaluadas. Las plantas tuvieron
menor desarrollo en altura, mayor proporcion de bifurcaciones, menor relacion altura
sobre diametro (plantas més bajas pero no de menor didmetro) y menor longitud de
entrenudos. Tal como se detalld anteriormente, parte de esta variacion puede estar
explicada por la altitud donde se halla enclavada la poblacion (1.400 -1.450 m snm),
pero esto no se condice con las diferencias con la poblacién de La Hoya alto, que se
haya entre los 1.400 y 1.500 m snm. De todos modos, la explicacion de las diferencias
entre poblaciones por sus caracteristicas ambientales queda en el terreno de la
especulacion, ya que el muestreo logrado no permitié someter a prueba estas hipotesis.

Para todas las variables arquitecturales evaluadas, excepto la presencia de
bifurcaciones, tuvo significancia la varianza familiar, variando su aporte entre 5% y
16%, con un promedio de 11%.

En la mayoria de las variables arquitecturales no se probaron diferencias
significativas entre poblaciones. En las que si se probaron diferencias, los coeficientes
de diferenciacion fueron moderados, entre 0,15 y 0,17. Esto seria evidencia de una
moderada presion de seleccion en los caracteres altura, relacion altura sobre didmetro y
longitud de entrenudo. La diferenciacion hallada implica que la altura a edades
tempranas (primera temporada de crecimiento) es un factor bajo presion de seleccion, al
igual que las otras dos variables, que también estan relacionadas con el crecimiento o
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vigor inicial. La relevancia adaptativa de la variable altura sobre diametro puede estar
relacionada con la estabilidad de las plantulas al finalizar la temporada de crecimiento,
tomando en cuenta que un lapso prolongado durante la primera temporada invernal
dichas plantulas se hallaran bajo una cubierta de nieve de espesor y peso considerables.

Los mayores componentes de la varianza aditiva y heredabilidad
correspondieron a la poblaciéon La Hoya alta, luego a San Martin, La Hoya baja y el
menor correspondid a Huemules. Las poblaciones con mayores heredabilidades
correspondieron a las poblaciones secas de altura, que segin estos resultados
significaria que habria menor presion de seleccion sobre estas poblaciones en estos
caracteres. Una explicacion podria estar dada en el hecho de que en este caso, la
competencia por luz seria menor que en bosques de condiciones humedas con doseles
mas cerrados, posiblemente menor acumulacion nivea debido a la disminucion en el
monto de las precipitaciones.

En La Hoya las heredabilidades fueron medias a altas, con un promedio de 0,52
para las cuatro variables: altura, diametro, relacion altura sobre didmetro y longitud de
entrenudos. La mayor heredabilidad correspondié a la variable altura (4° =0,57) y la
menor a la relacién altura sobre didmetro (A°=0,43). Dichas variables estarian
experimentando una limitada presion de seleccion, si estando sometida a esta las
variables relacionadas a la ramosidad (numero de ramas, longitud de ramas, relacion
largo de ramas y longitud de vastago) y la presencia de bifurcaciones. La poblaciéon de
San Martin mostr6 valores similares de heredabilidad. La Hoya bajo tuvo un
comportamiento distinto al mostrado por las poblaciones de mayores altitudes,
mostrando valores nulos de heredabilidad y varianza genética aditiva para todas las
variables, excepto para la relacion longitud de ramas sobre longitud de vastago, la que
presentd una heredabilidad muy alta (h”>1). Este valor inesperado puede estar
determinado por una variabilidad ambiental muy baja y una muy amplia varianza
aditiva, o puede deberse a una variacion en los supuestos del modelo de apareamiento,
por lo que el factor 3 utilizado para el célculo de la varianza aditiva hubiera sido
excesivo, es decir que las poblaciones presentan mayor endogamia y menor panmixia
(Mérila y Sheldon, 1999). Por ultimo la poblacion Huemules present6 los valores mas
bajos de heredabilidades y varianzas aditivas, pudiendo tener relacién con estos valores
hallados tanto caracteristicas especificas de la poblacion en cuanto a un alto grado de
endogamia (Frankham 2002), una alta varianza ambiental, una baja varianza genética
aditiva (podria tener mayor proporcion de varianza por dominancia) y una alta presion
de seleccion (Frankham 2002). El Unico caracter que presentd una heredabilidad baja,
fue el didmetro, lo que puede indicar una menor presion de seleccion.

En contraste con reportes para especies del hemisferio norte, en donde se han
hallado altos grados de diferenciacion genética (Howe y col. 2004), en el presente
trabajo se han hallado bajos coeficientes de diferenciacion, similarmente a los resultados
mostrados en Austrocedrus chilensis (Aparicio y col. 2009, Pastorino y col. 2010). El
QOsr promedio hallado para estas variables fue de 0,20 verificandose en los parametros
altura final, tiempo medio, pendiente maxima y tiempo de inicio de crecimiento.

La mayor diferenciacion fue hallada para altura maxima (Qsr = 0,32) y la menor
para tiempo de inicio de crecimiento (QOsr = 0,12). Aun este bajo coeficiente de
diferenciacion es mayor que el determinado para la cesacién de crecimiento. Los
caracteres fenologicos suelen estar relacionados con la resistencia al frio de las especies
que se desarrollan en un clima templado frio (Howe y col. 2003), aunque en un amplio
rango de variacion en (Osr. Este autor cita para Picea glauca valores muy altos de
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diferenciacion, de hasta QOsr = 1 en cesacion de crecimiento. Dentro del conjunto de
datos fenologicos, el tiempo de inicio y fin de crecimiento son considerados los de
mayor importancia. Para todas estas especies descriptas en el hemisferio norte, los Qsr
calculados para finalizacion de crecimiento presentaron mayores valores que los
correspondientes a inicio de crecimiento, por lo que este caracter estaria sujeto a mayor
presion de seleccion. Los valores calculados enlengapara las poblacionesestudiadas no
coinciden con este patron, dado que el QOsr para inicio de crecimiento si bien es bajo, es
mayor que para finalizacion de crecimiento, que en este caso se asume que no difiere
significativamente de 0. Esta caracteristica se corresponde con los valores reportados
para Austrocedrus chilensis (Aparicio y col. 2010), aunque en este caso el Qsr calculado
para inicio de crecimiento fue de 1, no reportandose para la finalizacion de crecimiento.
Por lo tanto, el caracter estaria bajo una débil presion de seleccion, no asi la finalizacion
del periodo de crecimiento. La finalizacion de crecimiento no pareceria estar
relacionado con las heladas tempranas que ocurren a finalizacion del verano, ya que
probablemente las plantulas hayan dejado de crecer debido al marcado déficit hidrico
que se presenta en la temporada estival. Al no haber presion de seleccion para este
caracter, este presentaria una amplia variacion genética aditiva. La presion de seleccion
operante en el inicio de crecimiento, seria débil para achicar en forma significativa
dicha varianza genética aditiva. Dado que los caracteres fueron calculados para la
primera temporada de crecimiento, el inicio de crecimiento puede estar influenciado por
el tiempo de germinacion. Por lo tanto, es posible que estos mismos coeficientes
calculados para una segunda estacion de crecimiento puedan presentar alguna variacién
para el inicio de crecimiento, no siendo esperable para la finalizacidén de crecimiento.

Resumiendo, en la comparacion de los parametros genéticos generados para las
variables relacionadas a fenologia como a arquitectura de plantin, se hallaron mayores
coeficientes de diferenciacion Qsr para los primeros, que para los segundos que
presentaron por lo tanto una diferenciacion entre poblaciones menor. Esto puede estar
relacionado con la presion de seleccion para cada uno de estos caracteres, resultando
mayor para los caracteres fenoldgicos. Las bajas y nulas heredabilidades y varianzas
aditivas detectadas en casi todas las poblaciones, estan relacionados con una alta
varianza ambiental, y una alta presion de seleccion para dichos caracteres en estas
poblaciones, excepto, como se explico previamente, en la poblacion San Martin. Los
caracteres arquitecturales en cambio, presentaron una menor diferenciacion y unos
mayores valores de heredabilidad. Tomando en cuenta la definicion a priori de
caracteres fenologicos como caracteres adaptativos, con menores heredabilidades y
mayores Qsr (Mérila y Sheldon 1999) y los ligados a arquitectura de plantin como no
adaptativos, parece estar en cierto grado confirmado con los resultados obtenidos en las
poblaciones comparadas. Al respecto Mérila y Sheldon, explican que los caracteres
adaptativos tienen mayor nivel de varianza genética aditiva que los caracteres no
adaptativos. Sin embargo, en algunos casos se han reportado mayores heredabilidades
en caracteres no adaptativos que en caracteres adaptativos, lo que se deberia a mayores
varianzas residuales en los primeros (Mérila y Sheldon, 1999).

Si bien la discusion debe centrarse en las poblaciones ensayadas, los resultados
alimentan la hipotesis de adaptacion local.
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7 CAPITULO VI: DISCUSION GENERAL
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7.1 CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Dos particularidades de las semillas de lenga resultaron determinantes en el
desarrollo de esta tesis, dificultando en gran medida los planes iniciales. En primer lugar
la produccion incierta de semillas en cada bosque y en cada afio. La intecion fue en un
solo afo de cosecha lograr todo el material necesario para todos los ensayos. De ese
modo las mismas poblaciones y las mismas familias de polinizacion abierta serian
sometidas a los distintos ensayos. Esto habria facilitado enormemente todas las
actividades, concentrando los esfuerzos de cosecha en una Unica oportunidad, asi como
también los de produccion de plantas, y poner a prueba correlaciones entre distintos
caracteres evaluados en distintos ensayos. Sin embargo rapidamente comprendimos que
no todas las poblaciones producen semillas cada afio, sino que cada poblacion tiene una
variabilidad interanual enorme en la productividad, con afios en los que no es posible
cosechar ni una sola semilla y afios en los que todos los arboles producen en cantidad.
Pero ademas, también hay una variabilidad muy grande entre poblaciones en un mismo
ano. Esto nos forzd a cosechar semillas en tres afios consecutivos (2003 a 2005).
Cosechamos en 25 poblaciones, aunque el numero de bosques visitados fue mucho
mayor, y mas de una vez cada uno de ellos.

La segunda particularidad de las semillas de lenga que no nos facilité el trabajo
fue su recalcitrancia. Si bien es posible que las semillas germinen de un afio al siguiente,
el poder germinativo cae drasticamente. Esto impidié que hiciéramos un stock de
semillas con la cosecha de varios afios antes de largar los ensayos. Por el contrario, las
semillas de cada afio debieron ser viverizadas en el mismo afio. Asi, los ensayos
debieron llevarse a cabo con la semilla disponible de cada afio. Esto imposibilité la
representacion de algunas poblaciones que eran de interés, y también implico
importantes desbalances en los disefios experimentales. Sin dudas estos aspectos,
ademas de haber afectado claramente al desarrollo de la presente tesis, también tendran
un fuerte impacto en la intencion de domesticar la especie para su cultivo comercial.

Otro aspecto metodologico a destacar es que al inicio del trabajo de tesis no se
contaba con experiencia ni informacidon suficiente para el cultivo de la especie. La
experiencia ganada se reflejaen los distintos capitulos, en los que se percibe un cambio
en la forma de viverizacion de las plantas. Se comenzd con un sistema de produccion
plug+1 (1 afio en inverndculo y 1 en almacigo), sin fertirrigacion, hasta un sistema de
produccion en contenedores fertirrigados en una sola temporada de crecimiento (Tejera
y col. 2008). En forma similar, la experiencia surgida de la evaluacion de ensayos de
campo, indic6 la conveniencia del uso de nodrizas para mejorar la sobrevivencia de las
plantas (Mondino y col. 2010).

7.2 VARIACION GEOGRAFICA EN LENGA

Esta tesis hace foco en el estudio de los patrones ambientales mas importantes
referidos a la variacion geografica, esto es variacion en los gradientes de precipitacion,
latitudinal y altitudinal. Especificamente en la timberline altitudinal, en donde coexisten
tres variantes morfotipicas, se plantea si dicha expresion de variacion fenotipica
obedece a variacion genética o plasticidad fenotipica. En esta seccion las poblaciones
fueron representadas por un mix de semillas de polinizacion abierta de entre 15 y 20
individuos en cantidades homogéneas para cada uno de los morfotipos.

Una primera alternativa puesta a prueba se refiri6 a que si los patrones de
variacion estuviesen conducidos principalmente por las fuerzas de seleccion y el flujo
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génico por sobre la deriva génica, el patron general de variacion seria clinal (White y
col. 2007), caso contrario, de comprobarse diferenciacion esta seria ecotipica. Esta
ultima suele tener origen en factores historicos de las poblaciones, como han sido las
glaciaciones, que implicaron un aislamiento reproductivo de las poblaciones y
divergencia de linajes, causada posiblemente por efectos de cuello de botella y
fundador (deriva génica) y también presumiblemente por adaptacion a condiciones
ecologicas pasadas (Thorpe, 1987).

7.2.1 Ensayos de variacion natural

La variacion en el gradiente de las precipitaciones mostrd diferencias en cuanto
al tipo de variables y ensayos analizados. En los ensayos sobre caracteres seminales se
hall6 variacion entre sitios, pero con distinta variacion en funcion de la transecta en la
cual se analiz6. En la transecta centro y sur, la variacion en peso de semilla siguié un
patron esperado segin la hipotesis de variacion adaptativa divergente, esto es un
aumento del peso de la semilla con la disminucion de las precipitaciones. La transecta
norte, en cambio, presentd una variacion en sentido inverso. Esto coincidiria con el
comportamiento para otras especies del género en Sudamérica. En Nothofagus obliqua
(Donoso 1979) y Nothofagus dombeyi (Ordoiniez 1986 (en Donoso 1987) Chultz
Oyarzun 2003) y en Nothofagus antarctica (Premoli 1991). En ambas especies se hallo
una disminucion del peso de la semilla de norte a sur, y en el caso de Nothofagus
obliqua también una disminucion del peso con el aumento de la altitud. Los autores
citados interpretan este efecto como un proceso adaptativo en el que a medida que
aumenta la sequedad del ambiente, aumenta el peso de la semilla, lo que otorgaria una
ventaja por tener mayor tejido embrionario para el desarrollo inicial de la plantula
(Chultz Oyarzun, 2003). Si bien en el presente estudio, la lenga presentd un
disminucion latitudinal en el peso de la semilla, también se presentaron fuertes
interacciones en el gradiente latitudinal y longitudinal, que imposibilitan confirmar la
variacion en uno de los dos gradientes por separado. La corroboracion de esta
interaccion parece animar una hipotesis de variacion discontinua, aunque teniendo en
cuenta el rasgo analizado, y la influencia que ejerce sobre el peso de semilla el efecto
materno, dicha hipdtesis puede ser puesta en duda. Al respecto Silvertown (1989) no
coincide con el enfoque de que el peso de semillas esté bajo una seleccion estabilizadora,
sino que en poblaciones silvestres este cardcter posee una marcada plasticidad
fenotipica y baja heredabilidad, por lo que no estaria sujeta a dicha presion
estabilizadora. Un aspecto relevante es la alta variabilidad aportada por las poblaciones
en la caracteristica peso de 100 semillas. En el modelo experimental en el que no se
considerd variacidon intra-poblacional (o sea sin representacion de familias), mas del
80% de la variacion hallada quedd expllicada por el factor poblacion, que incluia la
varaicion entre y dentro de las poblaciones.A su vez, al cosiderar un modelo con
representacion de familias, comporbamos que mas del 93% de la varianza fue a este
nivel. Esto coincide con lo reportado para Austrocedrus chilensis (Pastorino y Gallo
2000), es decir la mayor variacion se produce dentro de poblaciones entre familias.
También Michaels y colaboradores (1988) reportaron que la variacion entre individuos
puede alcanzar niveles del 90%.

En el tamafio de cotiledones pudo comprobarse una variacion clinal en el sentido
Norte-Sur. Por lo tanto, se puede hipotetizar que dicho rasgo se halla bajo seleccion
direccional. De este caracter, al igual que del peso de semillas, se ha llevado a cabo un
estudio de variacion natural, es decir que hemos analizado como varian estos caracteres
in situ, en las poblaciones silvestres en las que se han producido las semillas (no se trata
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de estudios de variacion en ambiente comun). Ambos caracteres, estan relacionados con
la capacidad de sobrevivencia de las plantulas. Hay dos caracteristicas de las semillas
que intervienen en dos procesos cruciales de su historia de vida: su forma en la
dispersion, y su contenido nutricio (sus reservas) en el establecimiento de la nueva
planta. Los cotiledones, una vez geminada la semilla, aportan reservas a las plantulas y
dotan de 6rganos fotosintetizadores hasta que sean funcionales las hojas verdaderas. La
semilla tiene una gran componente de efecto materno, tanto genético como ambiental.
El cotiledon en menor medida, pero también tiene un efecto materno muy importante.
Las diferencias en los patrones de variacion, ecotipica y clinal, estarian relacionadas con
la presion de seleccion diferencial para cada caracter: estabilizadora para cada ambiente
en caracteres seminales y direccional para tamafio de cotiledones. Sin embargo, se hace
especial incapié, como ya se explico en el Capitulo 3, que el cardcter peso de semilla
esta particionado en diferentes componentes: el tamafio del fruto, la presencia o
ausencia de endosperma y de embridn (esto en relacion a la factibilidad de formacion de
frutos partenocarpicos y el dafio por herviboria de insectos). Cada uno de estos
componentes puede considerarse para un analisis como caracteres independientes.

7.2.2 Variacion en ensayos de ambiente comun

En los ensayos de vivero y de campo pudo evidenciarse una variacion ecotipica
en el gradiente latitudinal. En los primeros se diferencio la transecta norte del resto,
mientras que en los ensayos de campo se diferencié la transecta norte de la central en
sobrevivencia. En el gradiente de precipitaciones, s6lo se pudo constatar la diferencia
significativa entre regimenes de precipitacion en apices secos. La variacion ecotipica en
el gradiente latitudinal puede estar asociada en mayor medida a factores historicos,
sumados a la presion de seleccion climdtica divergente que produce procesos de
adaptacion local (patrones similares se han en otras especies como Pinus monticola;
Richarson y col. 2009). En el Capitulo 3 se constat6 la existencia de un patron ecotipico
latitudinal en variables relacionadas al crecimiento, que seria explicado por factores
histéricos como las glaciaciones (Thorpe, 1987). La confirmaciéon de evidencias de
interaccion entre los dos factores involucrados, gradiente latitudinal y de precipitaciones,
por lo tanto podria indicar la existencia de dos fuentes de variacion, una debido a un
factor histérico y otra a un factor de procesos de seleccion divergente. Una posible
explicacion para estas interacciones estaria referida a patrones de distribucion
geografica de las poblaciones. Mientras las poblaciones occidentales se encuentran en
una superficie que hasta hace 18.000 AP estaba cubierta por una capa de hielo de
cientos de metros de espesor (Glasser y col. 2008), y presentan continuidad a lo largo
del cordon montafioso en el que se hallan, las poblaciones xéricas, que mayormente se
hallan en sitios libres de la ultima glaciacioén (excepto la poblacion Nahuel Pan, la cual
estuvo bajo un gran l6bulo glaciar, Error! Reference source not found., Capitulo 4),
se distribuyen a manera de parches. Por lo tanto se conjugarian dos factores: por un lado
el factor glaciacion, que conferiria la posibilidad de distintos origenes para la
recolonizacién de la especie luego de la retirada de los hielos. Asi, las poblaciones
occidentales habrian sido originadas por refugios glaciarios del Oeste de la Cordillera
(Markgraff y col. 1996, Villagran 1996), y posibles relictos glaciarios en el sector
oriental habrian dado origen a las poblaciones orientales (e.g. Marchelli and Gallo 2006;
Pastorino and Gallo 2002; Premoli y col. 2000, 2002). Y por otro lado el factor de la
ocurrencia de distintas fuerzas evolutivas actuando sobre las poblaciones occidentales y
orientales. En las poblaciones occidentales seria mas probable hallar una variacién
clinal para alguno de los caracteres analizados, por efecto de seleccion y flujo génico,
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mientras que en las poblaciones orientales, debido a su aislamiento y menor dimension,
es esperable un efecto importante de procesos de deriva génica. La poblaciéon Nahuel
Pan, posiblemente presente un patron diferente al de los dos grupos aqui enunciados, ya
que podria provenir de linajes de la cordillera de la Costa, pero sometida a procesos de
deriva génica, ya que dicha poblacion presenta el patron tipico de aislamiento descrito
para las poblaciones orientales. La interaccion de procesos de variacion geografica
debido a procesos historicos conjuntamente con procesos de diferenciacion debido a
factores ecoldgicos actuales se pone de manifiesto en la variabilidad de respuesta en los
distintos gradientes analizados. A la escala regional analizada queda claro que los
procesos historicos han marcado la impronta en el mapa de variacion genética en la
especie.

El anélisis realizado en el presente trabajo tuvo como eje en el disefio de los
ensayos la variacion debida a procesos adaptativos. Por ello al analizar variacion en los
gradientes propuestos, especificamente en los gradientes de precipitacion y latitudinal,
se han agrupado poblaciones en las distintas transectas, posiblemente provenientes de
linajes diferentes, confundiendo por lo tanto los factores a analizar (historico y
adaptativo). Cobra asi especial énfasis una posible variacion genética asociada a
procesos de recolonizacion postglaciarios a través de corredores de flujo de genes,
orientados en el sentido O-E, ligado a estos eventos historicos dirigidos actualmente por
fuerzas evolutivas.

La variacion en el gradiente altitudinal confirmé procesos de adaptacion local.
Esto implica que poblaciones locales utilizan nichos ecologicos diferentes,
desarrollando mecanismos de aislamiento reproductivo, que en este caso seria dado por
el corrimiento fenologico en la floracion (Rusch, 1993). Las diferencias mas notables se
evidenciaron en los pardmetros de brotacion y crecimiento. La disminucidén en los
tiempos de finalizacion y duracion del crecimiento fueron confirmados en las dos
poblaciones ensayadas. Resulta evidente un fuerte efecto de seleccion estabilizadora en
el gradiente altitudinal, sumado al efecto de aislamiento reproductivo por corrimiento
fenologico en la floracion (Rush, 1993), tal como sugiere Prémoli (2004), en forma
similar a lo descrito en numerosas especies del género: Nothofagus obliqgua (Donoso,
1979), Nothofagus dombeyi (Ordofiez, 1986) Nothofagus menziesii (Wilcow y Ledgard,
1987), Nothofagus solandri var. solandri (Wilcow y Ledgard, 1987.

La variacion en el crecimiento inicial en el ensayo de trasplantes reciprocos
indica la existencia de adaptacion local. El ensayo basico de trasplante reciproco
responde en su disefio al ideado por Clausen, Keck, y Heisey (Aitken 2004). La forma
de respuesta en el patron de variacion analizada, con la deteccion de interacciones
genotipo por ambiente, en donde el ranking de los origenes varia en cada ensayo,
confirma esta hipdtesis (Aitken 2004, White y col. 2007). La alta tasa de mortalidad de
las plantas por encima del limite dela treeline estaria en linea con la hipotesis de
variacion ecotipica altitudinal, y la explicacion de variacion en el limite de temperaturas
Optimas para la finalizacion de crecimiento y por ende la duracion del periodo de
crecimiento.

Al observar en el piso altitudinal superior las distintas variantes morfotipicas de
la lenga surgen varias aristas interesantes para el analisis. La significativa variacion en
caracteres seminales entre los tres morfotipos, si bien no puede discriminarse su origen
genético o a plasticidad fenotipica, tiene importantes consecuencias desde un punto de
vista ecologico para las poblaciones. Una diminucién en el tamafio de la semilla trae
aparejado variaciéon en la distancia de dispersion. Esta diferenciacion tendria
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importantes consecuencias ecologicas y microevolutivas debidas a la distancia de
dispersion (Linhart y Grant 1996, Galloway y Fenster 2007). A la vez se produciria un
proceso de facilitacion en el ambiente del morfotipo krummbholtz, promoviendo el éxito
de la instalacion de la regeneracion bajo la proteccion (Verdu y Garcia-Fayos 1996,
2003) y la acumulacién de materia organica que se produce bajo el dosel arbustivo
(Callaway y col. 2002, Joy y Young 2002, Verdt y Garcia Fayos 2003). Con respecto al
patron de elongacion de brote, no se hallo variacion en el inicio, finalizacion ni duracion
en el periodo de crecimiento de los tres morfotipos, confirmando lo conservativo de este
caracter y su estrecha relacion con el régimen de temperaturas en el cual se desarrolla la
timberline (Korner y Paulsen 2004). Dado que la seleccion de morfotipos fue realizada
en el mismo piso altitudinal, por ende no varian los parametros relacionados a
brotacion. Sin embargo se halld variacion genética en la altura final del plantin. Por lo
tanto esta variacion estaria ligada a un componente de variacion genética.

Cabe aclarar que no se reportan datos de ensayo de campo de variacidon
morfotipica, si bien este fue instalado. Esto fue debido a que se produjo una pérdida
importante de plantulas en la etapa de viveroque imposibilit6 instalar el ensayo con la
suficiente cantidad de repeticiones. Sin embargo, las plantas fueron implantadas en
terreno, en un ensayo de ambiente comun, localizado a 1.100 m snm. En el mismo no se
manifestaron variaciones arquitecturales importantes entre las plantas de los distintos
morfotipos, y a los 7 afios de edad, considerados desde la siembra, no se presentaron
tallos decumbentes en el morfotipo rastrero. Esto reafirma los resultados del ensayo de
vivero, en los que la variacion arquitectural observada en los morfotipos en origen
estaria relacionada a plasticidad fenotipica.

Un enfoque particularmente Util para discernir acerca de patrones historicos de
variacion genética lo aportan los analisis a través de caracteres moleculares (Frankham
y col. 2002, Eriksson y col. 2006, White at al. 2007). El patrén ecotipico en el gradiente
latitudinal podria deberese a la presencia de diferentes origenes de las poblaciones como
resultado del efecto de la ultima gran glaciacion con evidencias de refugios glaciarios en
el area norte estudiada. Esto coincidiria con los reportes de variacion genética realizados
en el area de distribucion de la especie en este gradiente latitudinal. Se han reportado
estructuras de ADN de cloroplasto latitudinalmente divergentes, las cuales sugieren que
en la amplia distribucidon de la lenga existen diferentes linajes en el norte y sur de su
distribucién, con profundas y separadas raices que presentan distintas historias
evolutivas. Bajo los escenarios de glaciares de grandes extensiones en el sur de América
del Sur, de grandes distancias entre relictos, las poblaciones australes se habrian
derivado de zonas mas calidas del norte (Mathiasen y col. 2010). Soliani y
colaboradores (2011) han reportado una division en la distribucion de haplotipos
reflejando la presencia de dos linajes distintos separados geograficamente, al norte y al
sur de una fuerte linea divisoria alrededor de los 42°S. Cada grupo habria sobrevivido
en diferentes refugios glaciarios, acorde a la evidencia aportada por numerosos trabajos
acerca de refugios multiples durante la ultima gran glaciacion (Premoli y col. 2000,
2002, Pastorino y Gallo 2002, Marchelli y Gallo 2006).

Rasgos paleogeograficos de la Patagonia pueden explicar estos patrones
genéticos. Mathiassen y colaboradores (2010) han hipotetizado que la presencia en el
Periodo Nedgeno en el oeste de la actual Chubut de una paleo cuenca a los 43° S
(Suarez y Marquez 2007) produjo un evento vicariante entre poblaciones de lenga al
norte y al sur de dicha barrera. Una amplia concordancia geografica de disyuncion
alrededor de los 43° S también se observo mediante polimorfismos de isoenzimas en el
extenso antiguo linaje de la conifera Podocarpus nubigena (Quiroga y Premoli 2009).
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En el presente estudio, la transecta definida como norte estuvo localizada alrededor de
la faja de 42° 50°S, hasta los 43° 05°S (el limite coincidiria con el extremo sur del
Cordon Situacidn), que coincidiria con la paleocuenca descripta en el trabajo antes
citado. Puntualmente los autores sugieren un patrén de glaciacion diferenciado para una
zona central comprendida entre los 42° y 46° S, area que tuvo caracteristicas climaticas
diferenciales, a ambos lados de la cordillera (Mardones y col. 2011).

Otros factores que ha marcado una heterogeneidad ambiental en el gradiente
latitudinal es la existencia de una asincronia climatica y de dinamica de glaciares a
escala regional durante el Pleistoceno — Holoceno Temprano, probablemente
relacionada con la fuerza y la posicion de los vientos del SO (Douglass y col. 2006) y
variaciones regionales en la temperatura y precipitacion atmosférica (Mardones y col.
2011). El momento de méxima extension del hielo y el inicio de la deglaciacion ocurrid
en el Lago Buenos Aires, por citar ejemplos, 4.000 afios mas tarde que en la parte norte
de la Region de los Lagos de Chile (41° S), pero fueron sincronicos con avances de los
glaciares en el Estrecho de Magallanes (52° S) (Glasser y col. 2008). Concordante con
estas observaciones, se han determinado durante el Holoceno temprano avances y
retrocesos glaciares registrados geomorfologicamente. Este resultado sugiere un patron
de comportamiento de los glaciares de Patagonia Central diferente a aquel observado
por otros investigadores en la Region de Los Lagos (41°S) y en la Region de
Magallanes (54°S), donde no se registran huellas de reavances glaciares durante el
Holoceno Temprano (Mardones y col. 2011).

Otra explicacion alternativa a la hipdtesis de la paleocuenca son los datos que se
tienen sobre los procesos glaciarios mas recientes en la regiéon. Observando el mapa
elaborado por Glasser y col. 2008 (Figura 1-2) puede observarse en el UGM el ingreso
en la direccion O-E de un gran 16bulo glaciario coincidiendo con en el actual valle del
Rio Grande (Futalefu), valle 16 de Octubre, y llegando hasta el este del cordon Esquel,
por el portezuelo localizado al sur de dicho cordon, cercano a los 43° S. Por lo tanto
dicha barrera glaciaria, y el desarrollo del ambiente periglacial caracteristico que
acompana estos frentes glaciarios, puede haber constituido un impedimento al flujo
génico entre las poblaciones al norte y al sur de esta barrera durante el periodo glaciario.
El tiempo de aislamiento implicito en esta segunda hipdtesis parece ser suficiente para
provocar la diferenciacion encontrada, volviéndose entonces la hipotesis mas probable.

En Figura 7-1 puede observarse el resultado del agrupamiento obtenido
mediante analisis bayesiano implementado en el programa BAPS (Bayesian Analysis of
Population Structure). Los “clusters genéticos” se definen en funcion de las frecuencias
alélicas poblacionales, ponderadas por la localizacion geografica de los sitios
muestreados (es por esta razon un agrupamiento genético-espacial). En este caso el
agrupamiento se basa en un conjunto de marcadores nucleares neutros (SSRs) (Soliani
2012). En el mismo se puede observar la ocurrencia de cinco grupos distintos: un grupo
correspondiente a poblaciones norte y centro (color marron, poblaciones Huemules y
Lago Guacho), un segundo grupo constituido por las poblaciones orientales del norte y
centro de la distribucién analizada en este trabajo (color amarillo, poblaciones La Hoya
y José de San Martin), un tercer grupo formado por las poblaciones Trevelin — Nahuel
Pan que habrian estado cubiertas por un gran 16bulo glaciario durante el UMG (color
verde), el cuarto grupo formado por las poblaciones Sur, que se hallaron bajo la capa de
la Gltima gran glaciacion (color azul, poblaciones Occidentales de Lago La Plata, Rio
Union y Lago Fontana Oeste), y el quinto grupo representado por la poblacion del Este
del Lago Fontana, que corresponde a un area no cubierta por glaciares de la UGP
(Glasser y col. 2008).
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Figura 7-1: Distribucion geografica de los clusters inferidos mediante el analisis
bayesiano de la estructura poblacional (BAPS). c1-¢7: clusters genéticos. De Soliani

(2012). (Los colores indican diferentes clusters). Poblaciones de la provincia de Chubut
incluidas en el analisis: La Hoya (H), Huemules (Hm), Trevelin (Te), Nahuel Pan (NP),
Lago Guacho (G), Lago del Engafio (Eg), José¢ de San Martin (JSM), Lago Fontana (F),
Rio Unioén (U), Arroyo Perdido (AP).
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Por tultimo, comparando el poder de discriminacion de las variables de
crecimiento versus las variables arquitecturales, para poder discernir patrones de
variacion genética, resultaron mas sensibles las primeras, demostrando que para
Nothofagus pumilio pueden ser consideradas variables adaptativas, a diferencia de las
segundas que podrian ser caracterizadas como variables no adaptativas (Mérila y
Sheldon, 1999). Este aspecto serd nuevamente abordado con los datos de variacion
genética intrapoblacional.

7.3 VARIACION GENETICA EN LENGA
7.3.1 Diversidad genética intrapoblacional

Al 1igual que lo descrito para la diferenciacion entre poblaciones, la
diferenciacion intrapoblacional fue muy variable en funcion de los caracteres analizados.

Con respecto a peso de semilla, si bien no se estimo heredabilidad por no poder
discriminar efectos maternos y efectos genéticos aditivos, el efecto familiar super6 el
90 % de la varianza total. Sin emabargo la relevancia evolutiva de este caracter ha sido
cuestionada por algunos autores. En particular, retomando la discusion planteada por
Silvertown (1989), este autor no coincide con el enfoque de que el peso de semillas esté
bajo una seleccion estabilizadora, en cambio postulaque en poblaciones silvestres este
caracter posee una marcada plasticidad fenotipica y baja heredabilidad.

Los rasgos relacionados a fenologia de crecimiento presentaron heredabilidades
muy bajas, calculables tinicamente para una poblacion, y por consiguiente se diferencia
del resto de las poblaciones muestreadas. En contraposicion los caracteres
arquitecturales, presentaron valores de heredabilidades mas altos, en general para todas
las poblaciones. Esta condicion estaria mostrando el potencial adaptativo y evolutivo de
los caracteres de historia de vida, respecto de aquellos arquitecturales, que podrian ser
considerados como periféricos (Mousseau y Roff 1986, Mérila y Sheldon 1999,
Frankham 2002). Una explicacion tradicional para la baja heredabilidad de los
caracteres adaptativos, es que una fuerte seleccion direccional tiende a reducir la
varianza genética aditiva en un rasgo, debido a que los alelos que confieren alta aptitud
seran fijados rapidamente por seleccion natural (Mérila y Sheldon, 1999). Una
explicacion alternativa de la baja heredabilidad de los caracteres adaptativos, es la alta
varianza residual, factor que incluye también el aporte de la varianza genética no aditiva.
Dado que la seleccion erosiona la varianza genética aditiva en forma relativamente
rapida, por lo que mucha de la variacion genética remanente en caracteres adaptativos
deberia ser atribuida a variacion genética dominante (Mérila y Sheldon 1999). También
es posible suponer por esto, que la contribucion de la variacion genética dominante
deberia ser mayor en caracteres adaptativos que en caracteres no adaptativos (Mérila y
Sheldon 1999). En linea con esta hipdtesis, Crnokrak y Roff (1995) hallaron mayor
varianza dominante para caracteres ligados a historia de vida que para caracteres
morfologicos. Por lo tanto, la disminucion de las heredabilidades en caracteres
adaptativos, puede obedecer a disminucion de varianza genética aditiva debido a la
presion de seleccion, que trae aparejado un incremento de la varianza residual, la cual
incluye la varianza genética dominante.

Otro aspecto que merece destacarse es la diferenciacion observada entre
heredabilidades calculadas en ensayos de ambiente comun, para poblaciones cercanas
entre ellas, por lo que podria inferirse que existe flujo génico entre ellas.
Particularmente las poblaciones La Hoya bajo y La Hoya alto, fueron contrastantes en
muchos aspectos. Las curvas de crecimiento difieren entre si, en particular en 77, Hyy
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Tasa. Estos resultados estan en concordancia con lo reportado en el capitulo de
variacion altitudinal, en donde también se pudo verificar variacion en T;g, S, Ts5p y Dur
entre plantines provenientes de diferentes pisos altitudinales.

En el caso de las curvas de crecimiento, se analizaron plantines durante la
segunda temporada de crecimiento en el Capitulo 4, y durante la primera temporada de
crecimiento para el Capitulo 6. Esta diferencia podria afectar mayormente al caracter
T'19, ya que el tiempo “0” en el caso de plantines de la primera temporada corresponde a
la fecha de siembra y en el caso de plantines de la segunda temporada, se determino
arbitrariamente. Esta variacion solo puede trasladar la curva sobre el eje X, hacia la
izquierda o derecha (antes o después) pero no afectaria la forma de la misma. Sin
embargo el 7}y en el caso de curvas correspondientes a la primera temporada de
crecimiento, esta ligado al inicio de germinacioén de cada poblacion, y de cada semilla
en particular, no siendo asi en el caso de plantines de dos temporadas de crecimiento,
donde este caracter esta ligado a la brotacion. Asi es posible afirmar que los plantines de
poblaciones de menor altitud brotaron antes, en forma significativa, de ahi su T
inferior. En el caso de plantines de 1 afio, como se explicod, hubo variacion en el T}y,
pero a diferencia del andlisis de variacion altitudinal, las plantulas de las poblaciones
altas tuvieron un 77, significativamente menor que los plantines del piso altitudinal
inferior (La Hoya bajo), es decir, germinaron antes. Este punto no se puede corroborar
sin un ensayo de germinacion llevado a cabo para tal fin, pero estaria indicando que las
semillas del piso altitudinal superior ante los mismos estimulos de tiempo de
estratificacion en frio, humedad y temperatura durante este periodo, germinan
anticipadamente. Hasta este punto las variaciones halladas entre las poblaciones
contrastantes en altitud, serian las esperadas, y corresponden a una variacién clinal en el
gradiente altitudinal. Con respecto a las caracteristicas arquitecturales, no adaptativas,
se observo un contraste notable entre La Hoya bajo y La Hoya alto, para los caracteres
en los que se hallo variacion familiar y aditiva. Las poblaciones “altas”, presentaron
heredabilidades moderadas en caracteres ligados a vigor, como lo son L, D, L/D y
longitud de entrenudo, pero nula o baja en caracteres de forma, contrariamente a lo
observado en la poblacion de bajas altitudes. Es decir que las poblaciones bajas, al tener
bajas o nulas heredabilidades para los caracteres de vigor, indicaria que estos caracteres
estan bajo mayor presion de seleccion y el agente de seleccion seria la competencia, es
decir mayor tasa de crecimiento, mayor competencia inter € intra especifica.

La poblacion San Martin merece un parrafo adicional. Los relativamente altos
valores de heredabilidad calculados para caracteres tanto de crecimiento y forma,
hablarian de por lo menos particularidades de su posible estructura genética. Al respecto,
uno de los factores que pueden tener mayor influencia es su aislamento genético, y el
escaso aporte polinico de otras poblaciones. Si bien se han reportado distancias de
dispersion de polen de cientos de kilometros en Nothofagus (Paez y col. 2001), estos
estudios se refieren al vuelo del polen y no a sucesos de polinizacion, que es lo que da
lugar a hablar de flujo génico efectivo. A mayores distancias de dispersion, disminuye la
frecuencia del evento y se vuelve remota la fusion entre polen y 6vulo receptivo, de tal
modo que la gran dispersion adquiere poca significancia en la modelacion de las
frecuencias genéticas de una poblacion, puesto que atn en el caso de flujo efectivo los
alelos nuevos seran incorporados a la poblacion en muy bajas frecuencias, y de este
modo tenderan a perderse rapidamente debido a la deriva genética. Por este motivo, la
distancia geografica entre las poblaciones es un factor determinante en los procesos de
modelacion de sus estructuras genéticas. Otra particularidad de esta poblacion es que
constituye una de las poblaciones del extremo arido de distribucion de la especie. Si
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bien no hay registros pluviométricos in situ, por extrapolacion del mapa de isohietas (de
Barros y col. 1979) y de registros climaticos de la Agencia de Extension de INTA en
Gobernador Costa, estas no superarian los 200 mm. de precipitacion anuales. Este hecho
permite suponer un efecto de fuerte presion de seleccion para este caracter, que deberia
ser constatado llevando a cabo ensayos particulares planificados para tal fin, (por
ejemplo QTL, estudios ecofisioldgicos).

Otro aspecto muy particular de esta poblacion, es su éxito en la persistencia a
largo plazo a pesar del tamafio bastante pequefios de las poblaciones, durante los
periodos interglaciares, indica que la extincion debido a la estocasticidad demografica
ha jugado un papel relativamente menor (contradiciendo el modelo centro-periferia).
Sin embargo, su pequefio tamaio y el aislamiento prolongado se pueden haber traducido
en reduccion de la diversidad genética dentro de la poblacion. Ademas, se esperarian
niveles altos de diferenciacion genética entre estas poblaciones, dando lugar a niveles
excepcionalmente altos de diversidad genética regional. Esto ultimo no ha podido se
verificado en estudios de wvariacion genética utilizando marcadores moleculares
(cpADN) en el que incluye esta poblacion (Soliani 2012), apropiado para estudios
filogenéticos. A la vez, observando la Figura 7-1 de distribucion de clusters genéticos,
se lo ve constituyendo un grupo genético exclusivo en la provincia, pero con la
poblacién “Huemules”, una poblacion clasificada por nosotros como mésica, y que
segun los mapas de Glaser y colaboradores (2008) estuvo bajo una gruesa capa de hielo
en la UGP, a diferencia de la poblacion “San Martin” la cual se hallaba lejos de dicho
limite.

7.3.2 Diferenciacion entre poblaciones

La diversidad genética en marcadores selectivamente neutros de poblaciones
forestales de climas templados ha demostrado estar afectada principalmente por la
historia de la poblacion y el patron de migracion postglacial (Petit y col. 2005). Esto se
debe a que en ella intervienen procesos evolutivos ligados a la deriva genética durante el
aislamiento reproductivo impuesto por la glaciacion. La diferenciacion asi originada
puede ser reforzada por efectos de la seleccion natural sobre rasgos adaptativos, si es
que hubieran existido diferencias ecoldgicas importantes entre las areas de refugio
(Kremer y col. 2002). Durante la recolonizacién postglacial el flujo génico puede
disminuir la diversidad genética neutra, mientras que la variacion genética adaptativa
entre poblaciones es mas bien impulsada por la seleccion y la adaptacion local
(Savolainen y col. 2007). Poblaciones relictas y/o refugios que han determinado el
mantenimiento de la biodiversidad durante el Cuaternario, probablemente contribuyen
significativamente a las respuestas adaptativas de largo plazo (Hampe y Petit 2005). En
Sudamérica, varios estudios paleo-ecologicos y filo-geograficos de arboles del bosque
subantartico coinciden en la localizacion de multiples refugios glaciales a ambos lados
de los Andes, bordeando aproximadamente la linea de la capa de hielo del altimo
maximo glacial (p. ej. Villagran y col. 1996, Marchelli y col. 1998, Premoliy col. 2000,
Pastorino y Gallo 2002). En el lado oriental de la Cordillera, algunos de esos refugios
han dado origen a poblaciones que actualmente constituyen los limites xéricos de sus
especies. Esos refugios habrian permanecido mas o menos estables, en sitios
ambientalmente apropiados para su persistencia durante ciclos frios y secos del
Cuaternario, y algunos habrian contribuido a la recolonizacion de zonas ecologicamente
aptas durante los ciclos céalidos y hiumedos. En el caso de lenga, no se ha podido
comprobar la existencia de tales refugios.
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Los primeros andlisis de variacion genética en especies del género Nothofagus
han sido abordados a partir de la década del 90" a través del uso de isoenzimas,
utilizandose para la clasificacion taxondmica y para estudios filogenéticos (Haase 1992,
Haase 1993) y posteriormente para estudios de diferenciacion y diversidad genética
(Prémoli 1996, 1997, 1998, 2003, Gallo y col. 1997, Marchelli y Gallo 2000 ab, 2001 a,
2004 ab, Azpilicueta y Gallo 2009, Torres y col. 2007, Steinke y col. 2008) y del
impacto del uso silvicola (Godoy y Gallo 1998). Posteriormente se utilizaron diferentes
marcadores moleculares (PCR-RFLP cpADN, ISSR, RAPDS, SSR (Azpilicueta y col.
2004, 2009, Gallo y col. 2006, Marchelli y Gallo 2006, Pastorino y col. 2009,
Mathiasen y Premoli 2010, Soliani y col. 2011) tanto para estudios de diversidad y
diferenciacion genética como de procesos genéticos, i.e. hibridacion interespecifica,
migracion postglacial, flujo polinico, impacto del uso silvicola, conservacion.

La diferenciacion entre poblaciones en caracteres cuantitativos fue moderada a
moderadamente alta, comparado con los Qsr calculados e informados para otras
especies forestales (McKay y Latta 2002, Izquierdo 2009), dependiendo del tipo de
caracteres analizados. Los caracteres relacionados a crecimiento presentaron
comparativamente Qsr mas elevados, variando entre 0,32 y 0,12, mientras que los
caracteres arquitecturales presentaron Qsr mas bajos (entre 0,19 y 0,12). Es decir, la
presion de seleccion divergente es especifica para cada rasgo analizado. Por lo tanto, las
poblaciones analizadas y los rasgos estudiados, los caracteres ligados a la fenologia
durante el primer crecimiento vegetativo, estuvieron bajo mayor presion de seleccion
que aquellos caracteres relacionados a arquitectura de planta. Por un lado, estos
resultados fueron expuestos en la hipotesis propuesta, confirmando lo acontecido en
otras especies (Merild y Sheldon 1999). Sin embargo, algunos de los caracteres
arquitecturales analizados, presentaron también coeficientes de diferenciacion
moderados, especificamente en los caracteres arquitecturales ligados al crecimiento
(altura y longitud de entrenudo) y la forma de asignacién de recursos (relacion altura
sobre diametro), es decir que estos caracteres se hallan bajo una moderada presion de
seleccion divergente, y que se estan produciendo procesos de adaptacion local.

7.3.2.1 Comparacion entre Qsty Fst

Existen numerosos trabajos en los que se concluye que en general los QOsr
obtenidos a partir de caracteres cuantitativos son mayores que los Fsrobtenidos a partir
de marcadores adaptativamente neutros (White y col. 2007, McKay y Latta 2002, Latta
2003, Eriksson y col. 2006, Frankham y col. 2002). Latta (2002) en una revision a
través de 29 especies, concluye que los Osrobtenidos a partir de variables cuantitativas
son normalmente mas grande y estan poco correlacionados con los Fsr. Dentro de las
especies los Qsr varian ampliamente entre los rasgos. Por lo tanto los QOsr son de
especial importancia para los esfuerzos de conservacion y la preservacion de la
adaptacion a los entornos locales existentes (Latta 2002).

La comparacion de los coeficientes de diferenciacion genética cuantitativa y
neutral, QOsr vs Fsr, permite inferir la importancia relativa de los procesos de deriva
genética y seleccion natural.

Los antecedentes de reportes de Fsr para la especie abarcan estudios con
isoenzimas (Prémoli2003) para variacion altitudinal e indicios de variacion genética en
el gradiente latitudinal (Mathiasen y Premoli 2010). En el primer trabajo la autora
calcula la divergencia genética entre poblaciones (3 cadenas montafiosas: Otto, Cerro
Lopez y Challhuaco) y entre pisos altitudinales en cada ladera, reportando una reducida
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divergencia genética entre poblaciones, con valores de 2,8 % a 13,1 % para diferentes
cadenas montafosas, y de solo 1,9 % entre las cadenas montafiosas. Estos resultados
sugieren una divergencia relativamente mas baja (y por lo tanto mayores tasas de flujo
de genes) entre las cadenas montafiosas en comparacion con la divergencia entre las
poblaciones altitudinales a lo largo de una ladera de cualquier montafia. El numero de
poblaciones utilizadas en el célculo ha sido similar (3 en dicho trabajo y 4 en el
presente). Mathiasen y Prémoli calcularon Fsr a través de isoenzimas, en dos areas de
distribucién para la especie: Norte (46° S) y Sur. Se incluyeron 34 y 51 poblaciones en
cada area respectivamente. Se hallaron valores promedios de 0,217 para la zona Sur y
0,059 para la Norte. Esta diferencia entre regiones fue vinculada a procesos historicos, y
particularmente fuerzas de deriva genética predominantes entre poblaciones dispersas al
sur de la distribucioén. Los significativos bajos valores de Fsren la zona norte pueden
reflejar relativamente el mayor flujo génico entre numerosas poblaciones que
sobrevivieron en refugios en la Gltima gran glaciacion (20.000 AP). En la zona sur, por
el contrario, dominarian la deriva genética por sobre el flujo génico, produciendo una
mayor diferenciacion entre poblaciones.

Comparando los valores de Fisr de los dos estudios con isoenzimas (0,019, 0,059
y 0,217) contra los valores de diferenciacion estimados en el presente estudio, vemos
que en muchos de los caracteres cuantitativos los valores de Qsrson menores o del
mismo orden de magnitud, mientras que en otros son claramente mayores. En estos
casos, la comparacion evidenciaria la predominancia dela seleccidon por sobre la deriva
genética dentro de los procesos que conducen la diferenciaciébn genética entre
poblaciones.

Un particular problema citado para estudios con Qsr, es que el nimero de
poblaciones estudiadas tipicamente es bajo, produciendo estimaciones de QOsr de baja
precision (O Hara y Mérilla, 2005). Seria menester ampliar el nimero de poblaciones
muestreadas a fin de poder inferir con mayor precision las diferentes fuerzas actuantes
en los procesos que conducen la variacion genética tanto dentro como entre poblaciones.

En forma mas amplia, el balance entre seleccion y deriva genética es especifico
para cada rasgo analizado (McKay y Latta 2002). Comparando los QOsr calculados en el
presente trabajo, y los reportados por Soliani (2012), realizados en un muestreo
perpetrado en forma paralela (mismo afio de colecta de semillas y de yemas), se pudo
verificar que los QOsr fueron mayores a los Fst, aunque la magnitud de la diferencia varia
en funcion del tipo de cardcter comparado. Asi los Osr obtenidos en caracteres de los
cuales tenemos indicios que se tratan de caracteres adaptativos “fitness traits” aquellos
ligados a la fenologia y al crecimiento, duplican a los calculados con marcadores
neutros. Al respecto, McKay y Latta (2002), luego de revisar 29 trabajos en especies
forestales en los que se compara QOsry Fsr, concluye que para caracteres bajo seleccion
divergente, QOsr se espera sea mayor que Fsr de loci marcadores, y que para rasgos
aditivos neutrales Fisr y Osr deberian ser iguales. En 24 de 29 especies analizadas, los
Osr son mayores que los Fst, y que los estudios empiricos revelan pocas evidencias que
la diferenciaciéon de marcadores moleculares neutros sean buenos predictores de
diferenciacion en caracteres adaptativos, coincidente con lo hallado por nosotros en
lenga.

Resumiendo, se hallé que los QOst>Fist, es decir, que la mayor variacion en
caracteres adaptativos indicaria que las fuerzas de seleccion serian mayores a aquellas
de deriva genética. Se hallo que las heredabilidades en caracteres no adaptativos (i.e
arquitectura de plantin) son mayores que aquellos ligados a caracteres adaptativos (i.e
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ritmo de crecimiento), es decir que estos ultimos estarian sometidos a mayor presion de
seleccion, corroborado a su vez por mayores valores de Qs¢ para estos ultimos.

7.4 IMPLICANCIA PARA EL MANEJO Y LA CONSERVACION.

Comparando las principales conclusiones enunciadas para la variacion
geografica en lenga y los patrones de variacion genética, por un lado se hall6é un patron
complejo de variacion geografica, no coincidente con un unico patron de variacion
ambiental, excepto para la variacion altitudinal que presentd una fuerte variacion clinal
y por otro lado procesos moderados de adaptacion local, evidenciados por los Qst
calculados para las poblaciones y caracteres analizados. Es posible afirmar, que la
variacion geografica actual operando en un gradiente ambiental muy heterogéneo esta
siendo conducidapor un proceso de adaptacion local, que se manifiesta en los patrones
de variacion tanto geograficos como genéticos analizados.

Los caracteres adaptativos de fenologia de crecimiento, constituyeron una
herramienta util para el estudio de los patrones de variacion estudiados, los cuales
habria que complementarlos con estudios de variacion en caracteres adaptativamente
neutros, a fin de poder caracterizar tanto los procesos de seleccion, deriva genética y
flujo génico actualmente operando.

La complementacion de estudios que incluyan tanto caracteres cuantitativos
adaptativos, marcadores adaptativamente neutros y estudios a campo a largo plazo,
constituyen las herramientas esenciales para el correcto uso y manejo de recursos
genéticos forestales. La heterogeneidad del area de estudio tanto ambiental como en
factores historicos demograficos (por ej. Glaciaciones) resultdé adecuada para poner a
prueba hipotesis acerca de la variacion geografica y genética adaptativa. La ampliacion
de la red de ensayos a campo, permitira mejorar la estimacion de la interaccion genotipo
- ambiente. Para mejorar la precision de los coeficientes de diferenciacion inter e intra
poblacional, seria necesario poder incluir mas poblaciones y mas familias dentro de
poblaciones (Frankham 2002). La comparacion de los patrones de diferenciacion
geografica a partir de marcadores moleculares y marcadores adaptativos, ayudaran a
generar areas de transferencia segura de semillas para trabajos de restauracion en la
especie. Un aspecto relevante indicaria la existencia de dos areas diferenciadas una al
norte de los 43° S, aproximadamente y una al sur de ésta. Un aspecto relevante a tener
en cuenta, puede ser el factor de marginalidad de las poblaciones que se presentan en
disposicion en parche en la vertiente oriental de distribucion, particularmente casos
como el citado de la poblacion José de San Martin, y otras no relevadas en el presente
estudio.

El otro gradiente de importancia adaptativa relevado es el altitudinal.
Particularmente los origenes de pisos altitudinales inferiores no deberian ser llevados al
limite altitudinal superior, por problemas posibles de maladaptacion, y viceversa,
origenes de altas elevaciones llevadas a menores altitudes, debido a que crecerian
menos que el potencial para el sitio, siendo por lo tanto menos competitivos que los
individuos provenientes de pisos altitudinales inferiores. Como consecuencia de los
calculos e hipotesis elaborados en parrafos anteriores se tiene que: en funcion de las
variaciones en la heredabilidad a escala menor, por ejemplo pisos altitudinales, y el
contraste entre heredabilidades de poblaciones bajas y altas, en pisos altitudinales bajos
seria mas eficiente la seleccion por forma (mayores heredabilidades), y en los pisos
altitudinales superiores por crecimiento, siempre dentro de un rango altitudinal prefijado.
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La comparacion de los Fsry QOsr para poblaciones muestreadas en forma paralela
permite mas precisiones acerca del balance entre las fuerzas evolutivas de seleccion,
deriva y flujo génico que actualmente estdn operando. Como ya se ha indicado, los QOsr
han sido moderados, aunque mayores que los Fsr reportados para la especie, en las
variables cuantitativas evaluadas, particularmente mas aun en aquellos caracteres
ligados al de crecimiento. Estos rasgos claramente estdn determinados por
caracteristicas ambientales propias de cada poblacion, tanto presentes como pasadas.
Poder comprender qué fuerzas ambientales son las que estan dirigiendo los procesos
mas importantes de seleccion actualmente operando, ayudara a crear un marco de
referencia adecuado para poder ir modelando el impacto del cambio climatico en las
actuales poblaciones. Esto es de fundamental importancia en las plantas, y en ambientes
con notables cambios climaticos a nivel micro en escala espacial, como a escala
temporal, ya que la especie y el complejo genético Nothofagus ha sobrevivido nimeros
periodos de glaciacion e interglaciares.

7.5 Conclusiones

Se puede afirmar que los distintos ensayos han contribuido a presentar patrones
de variacion geografica desde diferentes perspectivas. Hubo una notable diferencia en la
variacion interpoblacional hallada en los ensayos de variacidon natural comparados con
aquellos de ambiente comun.

Los ensayos de wvariacion natural reflejaron una muy alta variacion
interpoblacional, principalmente en el peso de semilla cuyo aporte a la variacion total
fue superior al 80%. La variacion natural, en rasgos seminales, muy sensibles a
caracteristicas ligadas a la sobrevivencia en el medio en el que se desempefia, muestra la
gran variabilidad ambiental a la que se halla sujeta la especie en el rango de estudio. Los
otros caracteres seminales, también presentaron variacion significativa entre
poblaciones. Un gran efecto materno ha sido reportado en el tamafio de las semillas para
numerosas especies (Roach y Wulff, 1987), los cuales pueden ser debidos tanto a
efectos genéticos como ambientales (Antonovics y Schmitt, 1986; Roach y Wulft, 1987;
Mazer, 1986; Silvertown y Lovett- Doust, 1993). En poblaciones naturales la variacion
del tamafio de la semilla depende de las condiciones ambientales bajo las cuales se ha
desarrollado la progenie (como el ambiente competitivo o estrés hidrico) (Castro-Diez,
2003, Luzuriaga y col. 2006). Entre los efectos ambientales mds importantes que
afectan el tamano de la semilla pueden citarse la disponibilidad del agua (Roach y
Wulff, 1987; Luzuriaga y col., 2006), la temperatura yla disponibilidad de nutrientes
(Roach y Wulff, 1987; Luzuriaga y col., 2006), entre otros. En los ensayos de variacion
natural, la variacion poblacional fue la de mayor relevancia, por lo que el ambiente y el
efecto materno, parecen ser los mayores modeladores de la variacion hallada.

Los patrones de variacion geografica ensayados mostraron divergencias en
funcion del gradiente analizado. En el gradiente de precipitaciones, se hallé6 una
variacion ecotipica en caracteres seminales, pero no fue confirmada en los ensayos de
ambiente comun. En el gradiente latitudinal tanto los ensayos sobre caracteres seminales
como los ensayos de ambiente comin mostraron un patréon de variacion ecotipica que
seria explicado por factores historicos. El gradiente altitudinal mostré una variacion
ecotipica. Las semillas y plantulas del piso altitudinal superior difirieron de las
correspondientes a los pisos altitudinales inferiores.
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Los caracteres evaluados a través de ensayos de ambiente comun, presentaron
menor o nula variacion entre poblaciones. A su vez, los rasgos relacionados con historia
de vida (fenologia y curvas de crecimiento) presentaron mayor variacion entre
poblaciones que los rasgos arquitecturales. Las formas de vida y sistema de cria tienen
una muy significativa influencia en la diversidad genética y su distribucion.
Independientemente de otras caracteristicas, las especies de polinizacion cruzada
tienden a ser genéticamente mas diversas y a tener menos diferenciacion entre sus
poblaciones. Similarmente, las plantas lefiosas tienden a tener menor diferenciacion
entre poblaciones y mayor diversidad genética que especies no lefiosas en similares
rasgos de historia de vida (Hamrick y Godt, 1996). Ademas la diversidad genética es
afectada por el tamano de las poblaciones, la mutacion, la endogamia y la distribucion
espacial de los individuos (Amos y Hardwood, 1998). Por lo tanto, los resultados
hallados a través de marcadores cuantitativos coinciden con otros estudios,
fundamentalmente llevados a cabo a través de marcadores selectivamente neutros, en
donde se hall6 una gran variacion genética intrapoblacional y una escasa variacion
genética interpoblacional.
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