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RESUMEN

Este proyecto busca sentar las bases para garantizar el suministro de
semillas de Coigle con calidad genética basandose en los avances
producidos en el area de la genética, el mejoramiento genético forestal y
el modelamiento ecoldgico. Especificamente se utilizaran marcadores
AFLPs y SNP’s de para la catalogaciéon del material genético presente en
Chile. Se espera realizar una clasificacion precisa de las areas de
crecimiento de Coigle mediante herramientas moleculares y modelos
ecologicos. El uso de modelamiento de nichos permitird conocer la
situacién actual y las proyecciones a mediano-largo plazo (dentro del
siglo). La integracién de ambos resultados constituye un esquema de
estudio innovador planteado en este proyecto, que permitird localizar
areas productoras de semilla con capacidad de abastecer extensas
regiones de procedencia. La identificacién de estas areas estara apoyada
en la informacién del modelamiento, las cuales seran seleccionadas por
proyecciones de bajas tasas de cambios en el Ilargo plazo.
Adicionalmente, y como resulto secundario se identificaran zonas que
requieren esfuerzos futuros de conservacion y/o restauracion, y zonas de
vulnerabilidad por cambio climatico, informacién que serad de uso publico.
Para cumplir el objetivo principal del proyecto, enfocado a la certificacion
de origen, se espera generar herramientas simples y econdmicas basadas
en PCR, que podran ser usadas en un laboratorio basico de diagndstico
molecular. Se generara un banco de ADN de los materiales de base
presente en estas areas productoras de semilla y disefiaran herramientas
moleculares que permitan diagnosticar el origen del material de
propagacién. El modelo experimental que se espera desarrollar para
Coiglie podra ser aplicado a cualquier otra especie relevante en el futuro
y por cualquier grupo de investigacién que reuna las condiciones minimas
para aplicar el esquema de estudio. Por otra parte, los estudios genéticos
moleculares realizados con muchas especies forestales de todo el mundo
en conjunto con simulaciones mediante modelamiento de nichos, estan
contribuyendo a un mejor conocimiento de los modelos de variacién, los
cuales van en apoyo del desarrollo de mejores sistemas de manejo y
posibilitan el seguimiento de las variaciones en el distribucion de las
especies en el tiempo y en el espacio, contribuyendo a desarrollar planes
de manejo, conservacién y restauracién de recursos.



1. Introduccion

Las tasas marginales de plantacion de especies forestales nativas,
explicadas principalmente por la deficiente oferta de semillas y plantas de
calidad genética 6ptima para los objetivos de forestacién y reforestacion,
es uno de los puntos fundamentales que justifican este proyecto. Los
resultados esperados estdan en directa relacion con la Linea de
Investigacion 8 del afio 2012 (Generar e implementar propuestas para
mejorar la disponibilidad y calidad genética de semillas forestales de
arboles nativos, con énfasis en el establecimiento de fuentes semilleras).
Importantes pasos han sido dados por el Instituto Nacional Forestal
(INFOR) y el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) mediante proyectos ya
terminados y en curso enfocados en la elaboracion de una normativa que
regule y coordine entre si los procesos de abastecimiento de semillas,
produccion de plantas y areas de plantacion en funcién del origen de las
semillas. Sin embargo, aspectos genéticos y ecoldgicos no han sido
suficientemente abordados, y sobretodo en especies como el coigue, que
presenta un gran potencial productivo pero que carece de programas de
mejoramiento genético avanzado.

El establecimiento de fuentes semilleras requiere de la identificacion de
una zona o grupo de zonas sujetas a condiciones ecoldgicas
suficientemente uniformes en las que se encuentran arboles o rodales
que presentan caracteristicas fenotipicas o genéticas semejantes. Estos
individuos forman parte de las fuentes semilleras identificadas o regiones
de procedencia, y aportan los materiales base de propagacion para
generar plantas de la mas alta calidad genética para esas zonas, junto
con constituir el material base para nuevos ciclos de mejoramiento. El
resultado de la correcta determinacion de las regiones de procedencia se
ve a largo plazo y todos los errores incluidos en las estimaciones
ecolodgicas, fenotipicas y genéticas se pueden traducir en pérdidas de
biodiversidad y dificultades para alcanzar los potenciales productivos.
Las caracteristicas fenotipicas resultan de facil observacidn, pero estan
muy influenciadas por el ambiente y su control genético es normalmente
desconocido. Sin embargo, las variables ecoldgicas y genéticas pueden
ser estimadas con alta precision mediante el uso de modernas
herramientas. Estas apoyan la adopcién de mejores medidas de
conservacion y aumentan las tasas de ganancia en menor tiempo. En
este proyecto se utilizaran metodologias de modelamiento de nicho que
daran cuenta de la distribucion actual y futura proyecta a 100 anos del
coiglie, con lo que se lograra una definicién efectiva de las zonas con
potencial productivo para la especie, junto con la deteccién de zonas que
requeriran esfuerzos de conservacion o recuperacion en el corto plazo.
Ambos aspectos estan directamente relacionados con los objetivos de la
Ley N° 20.283, los cuales son “la proteccion, la recuperacidon y el
mejoramiento de los bosques nativos, con el fin de asegurar la
sustentabilidad forestal y la politica ambiental”.

Otro aspecto del proyecto que va en aporte directo a la linea de
investigacion, es la ejecucidon de estudios de diversidad genética para
definir cuales son las fuentes semilleras mas adecuadas para cada zona,
lo que deberia aumentar la oferta de semillas de procedencias conocidas.



En el corto a mediado plazo existiran en Chile normativas especificas
sobre la calidad genética de las semillas forestales, al igual que ocurre
actualmente Europa. Considerando que el objetivo final del proyecto es
generar herramientas que permitan certificar las regiones de procedencia
de los materiales reproductivos, no solo se favorecerd la disponibilidad
semillas sino que también se podran certificar su procedencia y calidad
genética en funcion de los planes de mejoramiento genético,
satisfaciendo completamente el objetivo de la linea de investigacidn.

Con respecto a la conservacion, es importante sefialar que los programas
realizados a la fecha se han basado en el estableciendo de areas
protegidas, reservas y parques nacionales, sin prestar suficiente atencién
a la distribucidn de las especies y su variacién genética tanto a nivel
intraespecifica como interpoblacional. Ambos aspectos representa la
materia prima para asegurar el mantenimiento de la capacidad
adaptativa/evolutiva y el potencial de produccion para satisfacer las
necesidades actuales y futuras.



2. Marco teorico
2.1. Antecedentes historicos.

La conservacioén, utilizacién y manejo de especies arbdreas nativa tiene
una serie de beneficios ambientales, sociales y econémicos. Su proteccién
y uso sustentable favorece la conservacion de los recursos genéticos para
las futuras generaciones, junto al cuidado de los recursos hidricos y de
suelo, contribuye notablemente a la atenuacién del clima local, reduce el
impacto de emisiones de gases invernadero y ayuda a la conservacién de
los habitats naturales y de la diversidad bioldgica. Desde el punto de vista
social tiene una serie de funciones recreativas y de valoracién del paisaje.
Adicionalmente, la posibilidad de generar una variada gama de productos
madereros y no madereros a partir de especies forestales nativas como
Nothofagus nervosa (rauli), Nothofagus oblicua (roble), Nothofagus
dombeyi (coigue) vy Quillaja saponaria (quillay) entre otras, ha
incentivado notablemente su uso en las ultimas décadas, convirtiéndolas
en alternativas reales de diversificacion forestal.

El Instituto Forestal de Chile (INFOR) en su mision de apoyar a las
instituciones publicas y agentes econdmicos privados del sector forestal,
a través de la generacion de informacion y tecnologias para una eficiente
asignacion y uso sostenible de los recursos forestales, ha establecido
desde 1962 multiples ensayos desde la I Region (R. de Tarapaca) a la XII
Regién (R. de Magallanes), con mas de 300 especies tanto exdticas como
nativas. A partir del afio 1997, INFOR inicia el programa de mejoramiento
genético de especies nativas, con Nothofagus pumilio (lenga), N. alpina
(rauli), N. dombeyi, N. oblicua, Laurelia sempervirens (laurel) y Eucryphia
cordifolia (ulmo), a través del cual hoy se estdn habilitando fuentes
productoras de semillas genéticamente mejoradas. En 2008 se promulga
la Ley de Recuperacion del Bosque Nativo y Fomento Forestal, que busca
fundamentalmente proteger, recuperar y mejorar las especies nativas del
pais, asegurando su sustentabilidad forestal, mediante planes de manejo
y preservacion. Se crea un Fondo de Conservacidon, Recuperacién y
Manejo Sustentable del Bosque Nativo que es administrado por el
Ministerio de Agricultura. A través de él se otorgan bonificaciones para
solventar, en parte, el costo de las actividades que favorezcan la
regeneracion, recuperacion o proteccion de formaciones xerofiticas
(adaptadas a la aridez) de alto valor ecoldgico o de bosques nativos de
preservacion.

Antes de la entrada del nuevo milenio, Donoso et al. (1999) sefalaron
que dado el potencial de crecimiento y calidad, las especies mas
plantadas en el centro sur de Chile son rauli y coiglie. En menor medida
se utilizaba ulmo y roble para fines madereros, y en zonas de
recuperacion de bosques laurel, olivillo y lingue. En Gltimos 20-25 afos se
han plantado varias especies del género Nothofagus con una mayor
tecnologia silvicola, perfeccionando en primer lugar el primer eslabon de
la cadena productiva que es la calidad de planta a utilizar, produciéndolas
en viveros con altos estandares de produccion. A partir del afio 2000 se
registran las primeras experiencias con establecimiento intensivo de
plantaciones (manejo fisico del suelo, fertilizacidon y control de maleza),



en dichas situaciones se han registrado crecimientos notables tanto en
coihue como en Rauli, los cuales bordean en promedio 2 cm anuales en
didametro y 1,5 m en altura (Soto y Rios, 2009). A pesar de estos bueno
resultados, la demanda y con ello la produccién de plantas forestales
nativas sigue siendo marginal (2%) en relacidn a especies exdticas de
rapido crecimiento como Pinus radiata (pino radiata), Eucalyptus globulus
y Eucalyptus nitens (95%). Dentro de las especies nativas, algunas
presentan una mayor demanda de plantas (Tabla 2.1). Tal es el caso del
quillay, rauli y roble, especies que en conjunto hoy representan mas del
70% de las plantas producidas (INFOR 2011), cambiado notablemente su
importancia en cuanto a produccién de plantas en relacién al afio 2002
cuando aun no aparecian entre las 3 especies mas comercializadas
(Castillo y Moreno 2002).

Tabla 2.1. Produccion de plantas nativas por tamano de vivero y principales
especies afo 2011.

Tamano N° de Quillay Rauli Roble Coigiie Otras Total
del viveros Nativas

vivero

Micro 16 9.400 22.600 14.150 8.600 59.189 113.939
Pequeino 23 32.200 332.700 14.205 23.700 89.150 491.955
Mediano 38 539.250 | 309.500 | 489.000 | 81.700 | 412.610 | 1.832.060
Grande 10 252.000 | 100.000 89.600 | 113.200 | 98.603 653.403
Total 87 832.850 | 764.800 | 606.955 | 227.200 | 659.552 | 3.091.357
% de participaciéon 27 25 20 7 21 100

Fuente: INFOR, 2011

Segun los antecedentes que se presentan a continuacién, esta tendencia
no seria casual, sino que puede estar directamente relacionada con la
implementacion de programas de mejoramiento avanzados. La totalidad
de los esfuerzos de mejoramiento genético para especies forestales del
bosque nativo de chileno hasta el ano 2000 aparecen claramente
detallados en Castillo y Moreno (2002), donde se puede notar que roble,
rauli y quillay recibieron gran atencién. Adicionalmente para las dos
primeras especies, en el ano 2000 se inicia un ambicioso e innovador
proyecto financiado por Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria
(FONTAGRO) en el que participé el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), INFOR, Corporacién Nacional Forestal (CONAF),
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuarias (INTA) de Argentina entre
otras instituciones. El objetivo general fue evaluar la variabilidad genética
de roble y rauli en Chile y Argentina mediante el uso de marcadores
moleculares (RAPDs, cpADN) e isoenzimaticos para la fijacidn de criterios
de conservacidn, mejoramiento genético, reforestacién, manejo vy
aprovechamiento. El analisis conjunto de ambos tipos de marcadores
permitio la identificacidn de areas prioritarias para la conservacion (segun
criterios genéticos) a partir de lo cual surgieron pedidos oficiales a las
autoridades competentes en cada caso para; i) la re-categorizacién en el
caso de areas de jurisdiccion de Parques Nacionales o ii) la declaracién
como area de reserva en el caso de bosques de propiedad privada.
También se identificaron zonas de transferencia de semilla para el futuro
manejo silvicola de la region.




En el caso del quillay la alta demanda de plantas puede estar explicada
por su amplia distribucion geografica, multiplicidad de productos
obtenidos a partir de sus extractos y un programa de mejoramiento
genético dirigido por la Universidad Mayor a partir de 2004. El cual se
bas6 en el desarrollo industrial de extractos de quillay y seleccién
genotipica. Para cumplir el segundo objetivo, se realizé una evaluacion de
la diferenciacién genecoldgica del quillay en Chile, muestreando
individuos a lo largo de toda la distribucién de la especie, entre la IV y la
IX Regidn. Esta evaluacion permitié preseleccionar un grupo de individuos
en funcion de su rendimiento industrial, los que fueron clonados y usados
en ensayos de terreno. Paralelamente, en conjunto con el INIA se hizo un
estudio de la diversidad genética que presenta esta coleccion
representativa del germoplasma de quillay, utilizando la técnica de
analisis genético denominada “Amplified Fragment Length Polymorphism”
(AFLP). Estos estudios permitieron describir el desempefo de los
genotipos preseleccionados, sentar bases respecto a la incidencia
genética y ambiental en la produccién de los extractos del quillay, y
ademas, seleccionar individuos para la implementacion de un huerto
semillero clonal.

Diferente ha sido la situacidn de coigle, especie para la cual no se
encuentran en las bases de datos nacionales iniciativas como las llevadas
a cabo para rauli, roble y quillay. Se sefiala esto luego de conversaciones
con expertos de la Universidad de Concepciéon, INFOR y CONAF,
informacion ratificada luego de realizar una busqueda en el Centro de
Informacion de Experiencias de Adaptaciéon y Crecimiento de Especies
Forestales en Chile (CIACEF; www.infor.cl/ciacef/). El CIACEF es una base
de datos orientada a poner en conocimiento y uso publico la informacién
de 48 afios de investigacién sobre especies forestales en Chile con fines
productivos y de experimentacion cientifica. La informacién entregada
para coiglie se resume en la Tabla 2.2. Se detectan cuatro ensayos
relacionados con mejoramiento genético. Estos ensayos son parte de un
proyecto FONDEF destinado a generar fuentes de semilla genéticamente
mejorada (huertos semilleros clonales y areas productoras de semillas).
No obstante, coiglie no ha logrado ponerse al nivel del Rauli, Roble o
Quillay en cuanto a la produccion y demanda de plantas.

Tabla 2.2. Listado con resultados de la consulta para coiglie en la base de datos
del CIACEF.

Coédigo | Regidn | Clasificacion ensayo Ano
606 10 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1960
607 10 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1965
608 10 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1970
609 10 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1978
279 9 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1987
281 14 Silvicultura y Manejo de Bosques Plantados 1987
536 8 Produccion de Plantas 1988
87 14 Mejoramiento Genético 2001
85 14 Mejoramiento Genético 2002
84 14 Mejoramiento Genético 2002
83 14 Mejoramiento Genético 2002
888 11 Agroforesteria 2008
940 14 Silvicultura y Manejo de Bosques Naturales 2009
939 14 Silvicultura y Manejo de Bosques Naturales 2009
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http://www.infor.cl/ciacef/bin/ciacef.dll/ficha?xusuario=20673064405350676058705680649057:050;068%3C051=070%3E063?049@070A053B054C052D031E052F061G034H033I030J033K036L030M035N033O034P035&xproceso=4&xensayo=939

2.2. Identificacion del problema.

La menor produccién de plantas de coiglie podria estar explicada por un
significativo déficit en la oferta de semillas de calidad que garanticen el
traspaso del potencial productivo de la especie a los futuros proyectos de
forestacion o reforestacion. En este sentido, el mercado de las semillas
forestales en Chile (y en gran medida de las plantas), se caracteriza por
un alto nivel de informalidad, compuesto por muchos proveedores
pequefos que entregan productos de origen desconocido y muchas veces
inadecuado para el lugar de plantacién. Es posible que la falta de
programas de mejoramiento avanzados en coigie unido a la necesidad
urgente de normativas que permitan certificar la calidad genética de las
semillas forestales en general, estén afectando de manera particular a
esta especie.

2.3. El caso del coigiie; alternativa de desarrollo forestal
sustentable.

La capacidad de las especies latifoliadas para produccion de madera,
favorecer actividades asociadas a la conservacion de suelos y agua,
mejoramiento de habitat para la vida silvestre y en general para el
desarrollo sostenible del sector forestal productivo justifica su creciente
uso en Chile (CONAF 2005, 2006; INFOR, 2011) como en otras zonas
templadas (Barret y Jacobs 2006). Entre las latifoliadas nativas de Chile;
roble, rauli y coiglie estdn entre las mas valoradas. Luego de un gran
trabajo de recopilacion de informacion, Donoso y Soto (2010) resumen
los resultados al menos 30 afios investigacion en plantaciones con
especies nativas en centro-sur de Chile. Se consideran distintos
esquemas de establecimiento, condiciones ambientales y de manejo
cultural. Sobre la base de dicha informacion se puede concluir que en
general, en sitios mas mésicos (depresidn intermedia y en ambas
precordilleras hasta los 300 m.s.n.m.), coiglie se desarrolla muy bien en
diferentes ambientes, a diferencia de rauli que requiere de condiciones
especificas de luz, agua, nutrientes y interacciones con otras especies
arboreas y arbustivas. Dentro de estas experiencias, se pueden recopilar
muy pocas plantaciones sometidas a una oportuna y adecuada silvicultura
intermedia que demuestren el verdadero potencial de crecimiento y
calidad de los productos maderables a extraer. Usando control de la
vegetacidn competidora y fertilizacién inicial en el establecimiento de
plantaciones de rauli y coiglie permiten aventurar modelos silvicolas
tedricos muy auspiciosos (2 cm en didmetro y 1,5 m en altura en sus
primeros 5 afios de desarrollo), pudiendo ser comparables con Pinus
radiata en un indice de sitio 28 (IS: altura a una edad clave de 20 afios),
lo que disminuiria las rotaciones de 40-50 afos del coiglie a 25-35 afios,
dependiendo de la calidad de sitio. Respecto a la bonificacién forestal, se
afirma que la tabla de costo para plantaciones nativas de la Ley 28.283
de Fomento y Recuperacion del Bosque Nativo, es insuficiente para pagar
los costos de una plantacidén con alta tecnologia silvicola a campo abierto.
Sin embargo, cuando este punto mejore se van a demandar plantas de la
mejor calidad genética para obtener los mas altos rendimientos, ya que el
negocio forestal es de largo plazo y concentra los mayores costos al
inicio. El uso de plantas de calidad deficiente o generadas a partir de
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semillas de un origen inadecuado para el sitio de plantacion tiene un
impacto negativo en la rentabilidad de un proyecto de forestacién o
reforestacion. Seguramente la marginalidad en las tasas de plantacién de
especies como el coiglie se ven acentuadas por la ausencia de una oferta
de semillas de calidad, lo que finalmente se traduce en pocos incentivos
para su utilizacién, dado que resulta poco probable alcanzar el potencial
productivo.

En un libro publicado por Castillo y Moreno (2002) se anexo un listado de
las fuentes semilleras que tanto CONAF como otras instituciones han
logrado indentificar y establecer. En el caso de coiglie se presentan 6
alternativas de las cuales solo tres son dareas productoras de semillas
(Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Fuentes semilleras para coigtie (Nothofagus dombeyi).

Codigo Regidn Comuna Lugar Edad (afios)

fuente

No-do/VIII-1 | VIII Santa Nireco 90

Barbara

No-do/APS IX Curacautin Malalcahuello | 50

Malalcahuello

No-do/APS IX Collipulli RN Malleco 60

RN Malleco

No-do/APS X1V Panguipulli Neltume- 50a 70

Huilo-Huilo Puerto Fuy

No-do/XIV-1 | XIV Puerto Mont | Lago Chapo Bosque
adulto

No-do/XIV-2 | XIV Puerto Montt | Sargazo Bosque
adulto

2.4. Normativa de comercializacion de material forestal de
reproduccion.

La “calidad de la planta” involucra atributos morfoldgicos, fisioldgicos y
genéticos que determinan la supervivencia, adaptabilidad, crecimiento y
productividad de un cultivo. Con excepcidon de algunos caracteres
morfoldgicos, tales atributos no son perceptibles a simple vista, situacion
que genera una falla de transparencia de mercado Yy provoca
incertidumbre en los compradores respecto al desempeifio que exhibiran
las plantas una vez establecida la plantacién. Por consiguiente, la Unica
garantia que le queda al usuario, en cuanto a la identidad que aparece en
el documento de compra, es esperar que haya funcionado correctamente
todo el flujo de controles establecidos en la cosecha de los frutos, el
procesado y transformacion en semillas, en el almacenamiento vy
comercializacion y finalmente en la produccién de planta. El mercado
nacional de semillas nativas forestales se caracteriza por ser informal y
por la comercializacion de materiales de origen desconocido (INFOR
2011), lo que finalmente afecta la productividad y adaptabilidad de las
especies. Dada la importancia de los materiales forestales de
reproduccion (frutos, semillas, plantas y partes de plantas utilizados en el
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proceso de regeneracion natural o artificial) se han establecido normas
nacionales e internacionales que regulan el proceso de comercializacién,
desde los tipos de materiales de base de los que se pueden obtener, a las
caracteristicas que deben reunir estos materiales. De esta forma se busca
disminuir la incertidumbre y otorgar cierta garantia a los compradores
respecto de la calidad del producto que adquieren. Estos mecanismos de
certificacién son comunes en diversos paises. En Europa hay dos sistemas
de comercializacion; i) para los estados miembros de la Unién Europea
(UE) existe una directiva sobre comercializacion de materiales forestal de
reproduccion (Sistema UE) de aplicaciéon obligatoria para todos ellos: ii)
con caracter abierto a todos los paises la OCDE (Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrollo Econédmico) tienen un sistema de
comercializacion que los estados miembros que lo deseen pueden aplicar
voluntariamente. Segun estas normas el material de base estd
constituido por las poblaciones, plantaciones y clones de los que se
obtiene el material forestal de reproduccion. Los diferentes tipos de
materiales de base que estan admitidos para las especies reguladas por
estas normas son: fuentes semilleras, rodales, huertos semilleros,
progenitores de familia, clones y mezcla de clones. Se establecen cuatro
categorias de material forestal de reproduccién: identificada,
seleccionada, cualificada y controlada, que pueden proceder de distintos
tipos de materiales de base (Tabla 2.4) y los cuales son equivalentes a
las categorias establecidas por la normativa chilena (ver detalles mas
adelante en el texto).

Tabla 2.4. Tipos de materiales de base y categorias admitidos por el sistema de
comercializacion del material forestal de reproduccién.

Categoria de los materiales forestales de reproduccién
Material de | Identificada Seleccionada Cualificada Controlada
Base
Fuente
semillera X
Rodal X X X
Huerto
semillero X X
Progenitores
de familias X X
Clon X X
Mezcla de
clones X X

Adaptado de Alia et al. (2005).

De acuerdo a su categoria y al material de base del que proceden, los
materiales de reproduccion presentan caracteristicas diferentes en cuanto
a origen, componentes, tipo de selecciéon y evaluacién (Tabla 2.4), que
estan caracterizados por: i) la variacion y diferenciacién genética del
material de base; ii) el tipo e intensidad de seleccion aplicado; iii) el
esquema de cruzamiento utilizado para obtener los materiales de base;
iv) el método de propagacion y esquema de cruzamiento utilizado para
obtener los materiales de reproduccidn; v) el tipo de ensayos necesarios
para evaluarlos; vi) la ganancia genética obtenida.
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En Chile existe una autoridad nacional responsable de la certificacién de
semillas (SAG), una ley (DL N° 1.764) y reglamentos complementarios
gue permiten su implementacion en semillas de cultivo agricolas y
frutales, pero se carece de reglamentacién especifica para especies
forestales. Hasta el afio 2006 no existieron estandares oficiales de calidad
para plantas de especies forestales. Ese afo el Instituto Nacional de
Normalizacién (INN) junto al INFOR, el SAG y otros participantes, crean
la Norma Chilena Oficial 2957 que regula el proceso de certificacién de la
produccidon y comercializacion de materiales de propagacién de uso
forestal para las especies P. radiata, E. globulus, E. nitens, Pseudotsuga
menziesii y N. dombeyi (INN 2006). Con esta norma, la idea de
certificacién aparece por primera vez en el mercado de plantas forestales,
integrandose como el primer eslabon en la cadena de custodia
(trazabilidad). Esta norma, de caracter voluntario, se fundamenta en la
necesidad de estandares de calidad para plantas forestales, estableciendo
los requisitos morfoldgicos y fisiolédgicos minimos que debe cumplir cada
especie para obtener la certificacion. Sin embargo, aun se carece de
pautas basicas de ordenamiento genético territorial lo que podria estar
ocasionando pérdidas econdmicas por uso de materiales que no estan
adaptados y pérdidas de diversidad genética en procedencias locales,
debido a contaminacién producida por individuos de otras procedencias.
Conscientes de esta situacion, el INFOR como beneficiario, y el SAG como
mandante y oferente, ejecutan actualmente un proyecto INNOVACHILE,
con el objetivo de “Desarrollar una Propuesta de Reglamento de Semillas
y Plantas Forestales”, para reducir la incertidumbre que al momento de la
compra enfrentan los forestadores respecto a la idoneidad y desempenfo
futuro de estos materiales. Para tal efecto se propone desarrollar
normativas técnicas que permitan regular las dareas de produccién y
utilizacién de semillas (mapa de regiones de procedencia y establecer
estandares de calidad para las plantas), y articularlas en un Reglamento
de Certificacion de Semillas y Plantas Forestales, el cual se generard
mediante un proceso amplio de consulta a expertos y a los actores
relevantes involucrados en esta materia.

2.5. Regiones de procedencia.

En el caso de especies forestales, se trata de buscar las semillas que
contengan las variantes genéticas (o alelos) relacionadas con caracteres
de crecimiento, produccion y adaptacién, mas iddéneas para una
determinada ubicacién geografica. Para ello se seleccionan grandes
unidades territoriales para la comercializacion de materiales de
reproduccion segun su procedencia, obteniéndose las semillas de rodales,
huertos o de arboles padres selectos. Las fuentes semilleras estan
constituidas por arboles situados dentro de una zona de recoleccidon de
frutos y semillas, con una superficie tal que contenga uno o mas grupos
de arboles bien distribuidos y en numero y densidad suficiente para
asegurar una adecuada polinizacién cruzada. La utilizacién de una fuente
de semilla inadecuada puede producir la pérdida parcial o total de la
reforestacion, pero el peor dano que se puede producir es que la masa
instalada logre llegar a la edad de reproduccidn y su polen entre en
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competencia con masas naturales de la zona (Zobel y Talbert, 1984;
Mesén et al., 1996).

Para las especies a las que se aplica un sistema de certificacion de
materiales de reproduccion, se definen unidades de comercializacion en
los materiales identificados y seleccionados (Tabla 2.4 y 2.5), que
corresponden a divisiones de su distribucion geografica. A cada unidad
basica resultante de la division en regiones se la denomina region de
procedencia. La region de procedencia se define para una especie como la
zona o el grupo de zonas sujetas a condiciones ecoldgicas
suficientemente uniformes en las que se encuentran fuentes semilleras o
huertos que presentan caracteristicas fenotipicas o genéticas semejantes,
teniendo en cuenta limites de altitud, cuando proceda (Zobel y Talbert,
1984). La regidon de procedencia determina los limites geograficos
maximos dentro de los cuales se puede mezclar la semilla recolectada de
fuentes semilleras. Segun la normativa internacional de la OCDE (2007)
si no se han establecido regiones de procedencia, por no tener fuentes
semilleras o huertos identificados que justifiquen la produccion de
materiales de reproduccién, no se puede comercializar material de
reproduccion de las categorias identificado o seleccionado a partir de
materiales de base. Solo podrian aprobarse materiales de base para la
produccion de materiales de reproduccion de las categorias cualificada vy
controlada (Tabla 2.4 y 2.5) lo cual demanda mas tiempo, ensayos y
recursos para su aprobacién.

Tabla 2.5 Caracteristicas de los materiales de base correspondientes a las
distintas categorias de los materiales de reproduccién Adaptado de Alia et al. (2005)

Factores Categoria de los materiales forestales de reproduccion
materiales | Identificada Seleccionada Cualificada Controlada
de base
Origen Una region Una region No aplicable No aplicable
deprocedencia procedencia
Constitucién Conjunto de Poblacion Individuos o Poblacién o
del material arboles o clones individuos
de base poblacion
Tipo de | Sin seleccion Seleccién a Seleccién Seleccién a
seleccién nivel poblacion individual nivel
poblacién/ind
Evaluacion Ninguna Fenotipica Fenotipica Genética
Ensayo No No No necesarios Obligatorio
/experimental
Ganancia Ninguna Baja Media Alta
genética

Para la delimitacion de regiones de procedencia dos son los métodos mas
utilizados: i) aglomerativo vy ii) divisivo (CTGREF, 1976; Lindgren y Ying,
2000; Kleinschmit et al., 2004; Geburek y Konrad, 2008). El método
aglomerativo se basa en la unién en una misma regidon de procedencia de
las zonas (o fuentes semilleras o rodales) de una especie que presentan
caracteristicas ecoldgicas, fenotipicas o genéticas similares. Las zonas
homogéneas de cada especie se determinan tras analizar los patrones de
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variacion fenotipicos y genéticos, asi como los factores que mas influyen
en la diferenciacion de las poblaciones: aislamiento geografico,
caracteristicas ecoldgicas, etc. Con respecto al método divisivo, se realiza
una division territorial en zonas con caracteristicas ecoldgicas similares,
que se supone daran lugar a fuentes semilleras o rodales con
caracteristicas fenotipicas o genéticas similares. La division se suele
realizar a partir de las regiones biogeoclimaticas. Muchas veces el interés
diferencial por las especies, asi como el distinto grado de conocimiento y
de los factores que ocasionan su variacion genética, obliga a que se usen
los dos métodos. Los criterios para establecer esas uniones o divisiones
territoriales son, por un lado la similitud ecoldgica, y por otro la similitud
en las caracteristicas fenotipicas o genéticas de las masas forestales que
habitan en ellas. La aplicacién practica difiere entre los distintos paises,
pues las regiones establecidas dependen de la informaciéon disponible
sobre las especies o el territorio. En general se utilizan distintos criterios,
tales como ecoldogicos (clima, geologia, suelo), geograficos, de
distribucién de las especies, econdmico-silvicolas y relacionados con
limites administrativos. La informacion disponible sobre la variacidon
genética de las especies se utiliza en pocos casos, ya que esta
informacidn suele ser incompleta y referida a pocas poblaciones. En el
mejor de los casos los datos procedentes de los ensayos de procedencias-
progenies y de marcadores moleculares pueden ser utilizados para
precisar los limites entre las regiones (Alia et al., 2005).

2.6. Control de los materiales forestales de reproduccion.

El sistema de control consta de dos componentes fundamentales; 1) una
serie de normas y 2) una organizacién administrativa. Esta dltima, en
base a las normas monitorea los procesos de produccion vy
comercializacion, asegurando que la identidad (origen) y la calidad
genética (categoria) asignada a un determinado material forestal de
reproduccion no sea alterado en ninguna fase del proceso, y garantiza
que su calidad exterior cumple con valores dentro de rangos establecidos.
Su establecimiento se basa en la necesidad de proteccidon del usuario de
materiales forestales ante la practica imposibilidad de reconocer de
manera objetiva e inmediata la identidad y de evaluar la calidad genética
del material de reproduccidon. La correcta aplicacion de la normativa
necesita el apoyo de herramientas y procedimientos especificos para el
control de su cumplimiento. En este sentido, las técnicas de marcadores
moleculares se perfilan como instrumentos adecuados de diagndstico, ya
que permiten a productores como a controladores, un apropiado
seguimiento en los procesos de produccion, comercializacion y utilizacién
de algunos tipos de material forestal de reproduccion (Figura 2.1). Con
un sistema de control bien establecido basado en marcadores
moleculares se puede conseguir la trazabilidad completa desde el
material base, pasando por la fase de semilla, planta, materia prima sin
procesar (productos madereros y no madereros) hasta el producto final
(Finkeldey et al., 2010).

Actualmente se dispone de un amplio nimero de marcadores
moleculares, herramientas que estdan en constante aumento vy
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perfeccionamiento. Dichas herramientas tienen diversas potencialidades
para el diagndstico, de modo que puede afirmarse que existe un
marcador para cada objetivo, como por ejemplo; i) caracterizacion rapida
de los niveles de diversidad genética de las poblaciones (e.g. isoenzimas,
RAPD), ii) identificacion y verificacién de la autenticidad del material
forestal de reproduccién (e.g. barcodes, SSR, SCAR), iii) estimacion
simple de otros parametros genéticos relacionados con su calidad como la
heredabilidad (e.g. SSR, AFLP, SNPs).

El uso de marcadores moleculares en el proceso de control de los
materiales de base y de reproduccidn estd bien demostrado vy
documentado (Alia et al. 2005, Deguilloux et al. 2003, Deguilloux et al.
2004, Finkeldey et al. 2010), al igual que su uso en el género Nothofagus
(Mattioni et al. 2002, Azpilicueta et al. 2004, Premoli y Kitzberger 2005,
Gallo et al. 2006, Marchelli et al. 2008, Mathiasen y Premoli. 2010). A
nivel practico, los marcadores moleculares tienen diversas aplicaciones en
el campo de la conservaciéon y el mejoramiento genético (Glaubitz y
Moran 2000):

- Medida de la diversidad genética y la diferenciacién

- Estimaciodn de las tasas de flujo genético o migracion

- Caracterizacion del sistema de reproduccidn

- Analisis de paternidad y parentesco

- Determinacion de la eficiencia de los huertos semilleros

- Identificacién de clones y material forestal de reproduccion

- Estudios de filogenia y taxonomia

- Mapas de ligamiento genético, analisis de genes que controlen
rasgos cuantitativos (QTLs), seleccion asistida por marcadores.

En este punto es necesario resaltar que asi como los marcadores
moleculares tienen sus ventajas, también tienen desventajas que pueden
limitar su aplicabilidad. Las diferencias entre poblaciones de una misma
especie que ocupan distintas regiones se pueden atribuir, en parte, a
procesos de maodificacion fenotipica como respuesta a las distintas
condiciones climaticas y edaficas locales. Sin embargo, existen
importantes diferencias que tienen una base genética y han sido objeto
de seleccion natural o artificial a lo largo de un determinado nimero de
generaciones. Estas diferencias genéticas son la base sobre la que se
establece la delimitacién de las regiones de procedencia de las principales
especies forestales, como unidad basica de comercializacion en los
materiales de reproduccion. Se distinguen dos tipos de variacion; la
diversidad neutral, es decir, aquellos rasgos no determinados por fuerzas
selectivas, y la variacidon adaptativa, constituida por los caracteres con
valor adaptativo. La primera se estima principalmente mediante
marcadores moleculares, existiendo diversas técnicas para estudiar tanto
proteinas como el ADN. El método clasico de estudio de la variacion
adaptativa son los ensayos de procedencia/progenies, en los que se
analiza el grado de variabilidad y el porcentaje de ésta que corresponde a
una variacién genética (Jiménez y Collada 2000). La base de estos
estudios es ensayar distintos genotipos en un mismo ambiente con el fin
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Figura 2.1. Representacion esquematica de la cadena productiva de
plantas forestales indicando los momentos mas adecuados para control
visual o diagndstico molecular.
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de minimizar la variabilidad ambiental (Donoso y Gallo 2004). Sin
embargo, la presencia de alelos Unicos o que muestran diferencias
significativas en su frecuencia para distintos grupos (detectados mediante
marcadores moleculares), puede ser un método efectivo de estudiar y
utilizar la variacion adaptativa. Estos marcadores también se conocer
como loci outliers y mediante el uso de las herramientas biotecndlogicas
actuales es posible identificarlos con relativa facilidad, confianza, rapidez
y bajo costo.
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2.7. Variacion intraespecifica en coigiie.

En el caso concreto de coiglie por su amplia distribucién geografica (en
Chile crece entre las provincias de Colchagua y Capitan Prat en ambas
cordilleras y el sur de Argentina), con poblaciones grandes y continuas
deberia esperarse una elevada variacion genética poblacional y un
elevado flujo génico interpoblacional que reduce la divergencia
interpoblacional, tal como ya fue demostrado mediante estudio de
isoenzimas (Donoso et al. 2004, Donoso et al. 2006). La mayoria de la
variacién genética se encontr6 dentro de las poblaciones, mientras que el
porcentaje entre distintas poblaciones resulté ser muy bajo. Del total de
loci, el 70% resultd monomorfico en al menos una poblacion. La
heterocigosis observada (Ho) varié entre 0,063-0.104 y la heterocigosis
esperada (He) entre 0,059-0,130 (Premoli 1996). No obstante, se debe
tener en cuenta que la variacién electroforética detectable en isoenzimas
es una pequefa fraccion de la diversidad genética real una especie. Por
otra parte, dichas herramientas moleculares complican la busqueda de
alelos Unicos que tengan el potencial de ser utilizados en programas de
mejoramiento y tiene baja capacidad de multiplexacién (analisis de varios
marcadores en una misma reaccion). Entre estos marcadores se
encuentran los SSRs, AFLP, y los SNP (Single Nucleotide Polymorphism).
Merchelli et al. (2008) y Soliani et al. (2010) desarrollaron SSRs para
rauli y lenga, respectivamente. Estos marcadores demuestran ser
altamente polimérficos y a la vez transferibles a otras especies de
Nothofagus como el coiglie, detectandose heterocigocidades entre 0,604-
0.834 y 0,118-0,867. Los AFLP ya fueron probados en N. alpina
mostrando tasas de polimorfismo > 50% vy heterocigocidades > 0.7
(Hasbun et al. 2012). Por su parte los SNP son muy polimérficos pero a la
fecha no han sido utilizados en el género Nothofagus han comenzado a
ser asequibles gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacién y
genotipificacion que han reducido notable su costo de uso mediante
nuevas tecnologias como “Genotyping by Sequencing” (GBS) (Elshire et
al. 2011).

En el sur de Asia las distintas especies milenarias de Shorea (muy
apreciadas por su madera) se han visto favorecidas con la aplicacion de
los marcadores AFLP, los cuales han ayudado a identificar especies,
procedencias y genotipos locales y no locales, determinar zonas en las
que se esta perdiendo diversidad y facilitar la introduccién de nueva
diversidad para los programas de conservacion integrada y de
mejoramiento genético (Cao et al. 2006, Nuroniah 2009, Finkeldey et al.
2010). Esta herramienta puede servir también para mejorar el manejo de
la variacion genética intraespecifica (Brown y Kresovich 1996, Karp
2000). Por otra parte los SNPs son ampliamente utilizados en especies
agricolas y frutales para clasificacién de germoplasmas. Las frecuencias
alélicas en diferentes colecciones de germoplasma son estimadas y
utilizadas para identificar marcadores SNP con alelos Unicos o alelos
perdidos en colecciones de germoplasma especificos. Los alelos Unicos
por coleccion indican los alelos existentes sélo en un banco de
germoplasma, pero no en los demas. Los alelos perdidos indican los
alelos ausentes por completo en una coleccién de germoplasma, mientras
que estan presentes en todos las otras (Lu et al. 2009). Este tipo de
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marcadores comienzan a ser una opcion real de utilizacion en especies
forestales mediante GBS, tecnologia que ya fue probada en eucalipto
(Faria el al., 2011).

2.8. Marcadores moleculares en el género Nothofagus.

En relacion a los bosques chilenos y el manejo de nuevas tecnologias aun
existe mucho por investigar por ejemplo el género Nothofagus (N.
alessandrii, N. alpina, N. antartica, N. betuloides, N.dombelyi, N. glauca,
N. nitida, N. oblicua , N. pumillo) especies que crecen al Sur de Chile y
Argentina todavia se desconoce mucho en lo respecta el area de genética
y herramientas moleculares, aunque los estudios comenzaron hace
alrededor de 20 afios solo se tiene referencia de datos de
aproximadamente 10 afios atrds, los cuales no logran entregar toda la
informacién necesaria para ir solucionando problemas latente, careciendo
de un genoma secuenciado las especies chilenas de este género resultan
muy dificil solucionar los actuales problemas de seleccidén, conservacién y
mejoramiento genético.

Los primeros trabajos con marcadores moleculares en especies del
genero Nothofagus corresponden a estudios de taxonomia y clasificacion
filogenética (Haase 1992) estudios que fueron cerciorados en el afio 2006
mediante la publicacion de Gallo et al. (2006). Una exhaustiva revisién
bibliografica en diferentes bases de datos arrojé que principalmente se
han utilizado marcadores isoenzimatico, los cuales ya representan solo
una porcidn menor de la diversidad genética, es decir son pocos
informativos (Grafico 2.1; 2,2, Tabla 2.6). Otros estudios realizados
corresponden a caracterizacion de poblaciones (FONTAGRO 2003, Gallo et
al. 2006) pero estos solamente abocados mayoritariamente a especies N.
oblicua y N. alpina (Gallo et al.2006, Azpilicueta et al.2009). En argentina
un proyecto puesto en marcha “Estudio de genes candidatos para estrés
a)biético en especies forestales nativas patagdnicas”, proyecto a cargo del
Area Estratégica Biologia Molecular, Bioinformatica y Genética de
Avanzada y del Programa Nacional Forestal del INTA, investigadores del
Instituto de Recursos Bioldgicos, Instituto de Biotecnologia y la EEA
Bariloche, tuvo por objetivo desarrollar y analizar el genoma funcional de
hoja de N. nervosa, un recurso genético forestal nativo patagdnico de
gran interés para la region por su valor econémico y ecoldgico (INTA.
2013). En el proyecto se descubrid un nimero considerable de SSR los
cuales fueron registrados. Para confirmar la validez de estos marcadores
se selecciond un subgrupo de 73 SSR los cuales mediante pruebas
funcionales fueron amplificados con éxito en seis muestras de ADN de
plantulas, siendo 14 muy polimdrficos. Por ultimo, también se ha
analizado la variacidon con marcadores en ADN de cloroplasto, que por sus
caracteristicas (tasa de evolucién altamente conservada y herencia
uniparental (materna) y clonal) permiten estudiar la historia evolutiva de
las especies Ademas, en este caso se estudiaron 15 poblaciones de Chile.
Con estos marcadores se observaron diferencias entre las Cordilleras de
la Costa y de los Andes y, en esta Ultima, dos grandes grupos de
poblaciones separadas en sentido norte-sur.
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Grafico 2.1. Niumero de publicaciones en porcentaje, segun tipo de marcador
molecular, entre los afios 1992-2014 sin considerar estudios en progreso.

P SNP secuenciacion
6%

Grafico 2.2 Numero de estudios por especies del genero Nothofagus (nativas
y exoticas), en relacion a uso de marcadores moleculares (mas detalle en la
tabla 2.5).
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Tabla 2.6. Algunos criterios de clasificacion de diferentes tipos de marcadores
moleculares utilizados hasta la fecha en estudios de genética evolutiva y de
poblaciones en especies del género Nothofagus (modificado y adaptado de: Gallo

et al. 2006).
Tipo de Tipo de | Temas abordados Referencias
marcador ADN
Isoenzimas c, g Distribucion espacial y Haase. 1992, 1993ab y 1994;
geografica, variacién de Gallo. 1995; Gallo et al.
isoenzimas, conservacion | 1997,2000ab, 2003; Premoli.
e interpretacion 1996, 1997, 1998, 2003, 2005;
evolutiva, estructura Azpilicueta y Gallo. 2001,
genética y 2002,2009; Marchelli y Gallo.
heterocigosidad, 2000ab, 2001, 2004a;
determinacién Pineda.2000ab; Martinez et al.
marcadores, diversidad y | 2001; Crego y Gallo. 2002ab;
diferenciacidon genéticas, | Carrasco y Eaton. 2002; Marchelli.
hibridacién, filogenia, 2002; Steconni et al. 2002 y
flujo génico, conservacion | 2004; FONTAGRO. 2003; Donoso
et al. 2004; Pastorino et al. 2008,
2009; Martin et al. 2010,
Carrasco et al. 2011, Acosta M. et
al 2012
PCR-RFLP cl Distribucion de la Premoli. 1997; FONTAGRO. 2003;
CcpADN variacion genética en Manos. 1997; Marchelli et al. 1998;
poblaciones, Marchelli y Gallo 2000b, 2004b y
Caracterizacion genética, | 2006; Thomsen. 2002; Azpilicueta
Diferenciacion, et al. 2005 y 2009; Pastorino et al.
determinacién de 2008.
refugios, caminos
migratorios.
ISSR g Desarrollo, diversidad y Mattioni et al. 2002
diferenciacion.
SSR c, g Genética poblacional y Azpilicueta y Gallo. 2001; Jones.
mejoramiento, 2004; Schultz. 2008; Torales.
Conservaciéon e 2012; Marchelli y Gallo 2000b;
interpretacion evolutiva, Azpilicueta et al. 2004; Marchelli et
Trascriptomica y al. 2007; Soliani et al. 2010;
busqueda de marcadores | Azpilicueta et al. 2013;Vergara et
moleculares al.2014
RAPD g Desarrollo, diversidad y Mattioni et al. 2002, FONTAGRO.
diferenciacién. 2003
AFLP - Conservacion e Schultz. 2008; Stockler. 2001;
interpretacion evolutiva Till-Bottraud et al. 2012.
RFLP - Filogenia Manos et al 1993
SNP - Ecologia molecular Bechet et al. 2009
Martin y Dowd 1993; Manos 1997;
Secuenciacion | g Filogenia Manos y Steele 1997; Setoguchi et
al. 1997.

g: ADN gendmico total; cl:

ADN cloroplastidial
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2.9. Nuevas herramientas moleculares basadas en enzimas de
restriccion y secuenciacion de alto rendimiento.

El descubrimiento de las enzimas de restriccion permitieron el desarrollo
de los primeros marcadores moleculares (RFLP) y han ido
contribuyendo de manera continua a gran parte de las nuevas
herramientas que van surgiendo (ej. AFLP, SNP). Las enzimas de
restriccion son fundamentales para la genotificacion de alto rendimiento
basada en secuenciacion de nueva generacidon (NGS; Next Generation
Sequencing). Hoy en dia estas dos técnicas han ido evolucionado al
punto que su fusidon dio origen a la técnica de genotipificacion por
secuenciacion (GBS; Genotyping by Sequencing), donde los
polimorfismos en lugar de estar basados en la longitud de los
fragmentos, se buscan en variantes estructurales o SNP (Elshire et al.
2011). La diversidad de enzimas de restriccion disponibles (que varian en
la longitud, sitios de reconocimiento, y también en su sensibilidad a
metilacion) permite optimizar el método a cualquier especie. Su
flexibilidad permite a los investigadores personalizar enfoques de
investigacion y descubrimiento de marcadores en proyectos individuales
(Davey 2011).

La genotipificacidon por GBS es un sistema sencillo, robusto y eficiente
para la construccién de librerias, basandose en la digestién del ADN para
una reduccidon representativa del genoma y la determinacién de la
secuencia de los fragmentos basado en técnicas de secuenciacién masiva
en sistema tales como Illumina, 454, Ion torrent, etc. el enfoque de esta
es técnica es genotipificacidon por secuenciacién y es adecuada para todo
tipo de genomas, incluso aquellos grandes y complejos, ya que es capaz
de generar una version reducida de este, mediante el uso de enzimas de
restriccidn. En particular se usan enzimas de restriccion altamente
sensibles a la metilacion, lo que permite que grandes bloques de ADN
altamente metilados (normalmente asociados a zonas repetitivas) queden
fuera del analisis. De esta forma se cubren zonas gendmicas codificantes
y no codificantes que comiUnmente quedan fuera con otras plataformas
(ej. RNA-seq). Si a esto le agregamos la utilizacion de un eficiente
sistema de multiplexacidon basado en el uso de “etiquetas” o barcodes que
permite analizar en paralelo cientos de muestras, convierte a GBS en una
técnica de alto rendimiento (Craig et al. 2008). La técnica fue desarrolla
con el objetivo de crear un protocolo barato y solido de secuenciacién
multiple (Elshire et al. 2011). Sin duda ha sido una de las plataformas
mas convenientes que han surgido en relacidn a la genotipificacion y
descubrimiento de SNP, ya que permite ambos procesos de una forma
eficiente y a un bajo costo. Es una tecnologia nueva que estd siendo
ocupada para diversos objetivos como un nuevo enfoque de
genotipificado en especies que no tengan un genoma de referencia, o en
especies polipoloides como el trigo. También se usa para la construccion
de mapas genéticos de alta densidad, caracterizar germoplasmas y
desarrollar modelos de seleccion gendmica para programas de
mejoramiento.

Esta técnica como se mencionaba anteriormente genera grandes
cantidades de marcadores SNP (Elshire et al. 2011, Lu et al. 2013,
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Nimmakayala et al. 2014), basados en los sitios de reconocimiento de
las enzimas, los cuales al variar una base esto se pierden
contribuyéndonos un polimorfismo (Figura 2.2).

Figura 2.2. Esquema general de la técnica Genotyping by Sequencing.
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Los marcadores obtenidos se pueden usar para analisis genéticos
incluyendo; estudios de poblacién, caracterizacion de germoplasmas y
mapeo de algunos caracteres en diversos organismos etc. Y aplicaciones
futuras ya que permitira a los cultivadores y mejoradores genéticos la
seleccion de germoplasmas elite de especies de interés, sin realizar
estudios moleculares previos o bien para hacer planes de conservacion
sin tener estudios genéticos previos.

Dentro de las ventajas de esta técnica cabe mencionar las siguientes:

O Reduccién en la manipulacién de la muestra

O Pocos pasos en PCR y purificacion

O Tamano de ADN pequeno (fraccionado)

O Eficiente sistema de multiplexacion.

O Busqueda de SNP y su genotipificacidon de forma simultanea.

Esta técnica depende y requiere de ADN de excelente calidad y alta
pureza (libre de ARN). Actualmente se utiliza solamente 100 ng, aunque
se estan probando disminuir a 50 ng, pero en estricto rigor se
necesita 1uL de muestra. Regularmente los laboratorios que prestan
servicio piden al menos 1 ug de ADN por muestra, porque necesitan
ADN extra para la robdtica, repeticiones ocasionales y porque los usarios
suelen sobrestimar la concentracion de su ADN.
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2.10. Cambio climatico en Chile y particularidades de la zona

centro-sur.

No se puede dejar de considerar que el clima constituye uno de los
principales factores que dirigen los patrones de distribuciéon espacial y
productividad de las plantas. Las variables componentes del clima, se
relacionan con los rangos geograficos y ecoldgicos de distribucion de las
plantas, de acuerdo a las restricciones fisioldgicas que éstas presentan y
determinan la supervivencia y productividad de sus poblaciones en un
determinado lugar (Woodward 1987, Lomolino et al. 2006). Existe amplia
evidencia acerca de la naturaleza dindmica del clima (Petit et al. 1999,
Hinojosa 2005), la cual impulsa a las especies a ir adaptandose a las
condiciones cambiantes (Woodward 1987, Villagran & Hinojosa 1997).
Pese a esto, la tasa de cambios del clima durante las ultimas décadas, ha
sido muy superior al ritmo de los siglos anteriores (Gitay et al. 2002,
IPCC 2007). Una variable clave como la temperatura media global, ha
presentado un aumento de cerca de 1°C durante el ultimo siglo (IPCC
2007).

Si la tasa de cambios en el clima excede el ritmo de respuesta fisioldgica
de las especies, en especial la capacidad de las poblaciones de migrar o
adaptarse, se puede esperar un profundo impacto adverso en la
distribucién de las especies, estructuras de comunidades y procesos
ecosistémicos asociados (Ackerly et al. 2010).Las modificaciones que el
cambio climatico ocasiona en la distribucion de las plantas y disminucion
de sus tamafios poblacionales, se asocian al hecho que los habitats de
muchas especies se desplazaran hacia los polos o hacia mayores altitudes
desde sus localidades actuales (Walther et al. 2002, Lawler et al. 2006,
Lenoir et al. 2008, Ackerly et al. 2010).

La tendencia de cambio climatico para Chile centro-sur observa una
merma de entre un 20-25% de precipitacion anual registrada en las
Ultimas décadas, y se prevé que continle en el futuro (CONAMA 1999,
CONAMA 2008, Searle & Rovira 2008). A ello debe sumarse el que una
disminucidon significativa en el monto de las precipitaciones,
generalmente va asociada a una mayor variabilidad en la periodicidad de
las mismas (Woodward 1987). Por otra parte, la tendencia global de
aumento en temperatura media anual también seria aplicable a las
regiones centrales y surefias de Chile, lo que conjuntamente podra
reducir aln mas el régimen hidrico en las cuencas y por ende su
disponibilidad para los ecosistemas y su productividad en estas regiones
(CONAMA 2008, Searle & Rovira 2008).
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3. Hipotesis

El uso herramientas de genotipificacién molecular y el modelamiento de
nichos ecoldgicos permiten definir regiones de procedencia de Nothofagus
dombeyi en Chile y permiten sentar la bases para la certificacion
molecular a nivel de ADN del origen geografico de materiales
reproductivos.

4. Objetivos

4.7. Objetivo general.

Aplicar marcadores moleculares informativos y modelos ecoldgicos con
fines de mejoramiento genético productivo, control de origen geografico y
conservacion de poblaciones vulnerables a cambio climatico

4.8. Objetivos especificos

OE1. Definir zonas de crecimiento de coiglie con potencial productivo y
zonas con alta probabilidad de extincién local durante el siglo en curso,
mediante modelamiento de nichos ecoldgicos.

OE2. Evaluar la diversidad genética de coiglie a lo largo de toda su
distribucién en Chile mediante marcadores moleculares altamente
informativos (AFLPs y SNPs).

OE3. Identificar areas productoras de semillas asociado la informacion
genética y los modelos ecoldgicos.

OE4. Desarrollar marcadores moleculares simples para confirmar el
origen geografico de semillas de coigle.
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5. Metodologia.

OE1l. Definir zonas de crecimiento de coigiie con potencial
productivo y con alta probabilidad de extincion local durante el
siglo en curso, mediante modelamiento de nichos ecolégicos.

5.1.1. Estudiar la distribucion geografica y ecoldgica actual del coigie.

Las poblaciones existentes de coiglie incluyeron como fuente las
localidades registradas en Herbarios oficiales tales como CONC,
cartografia del bosque nativo a partir de CONAF-CONAMA-BIRF (1999) y
actualizaciones, y otras investigaciones especificas que cubran la
distribucién de la especie de manera precisa. A partir de estas
localidades, se evalud el nicho ecoldgico segun su definicién clasica de
Hutchinson (1957) para el coigle, detallando su amplitud ecoldgica en
cuanto a variables edafoclimaticas y topograficas, considerando tipos de
suelo (SERNAGEOMIN 2004), altitud e indices climaticos derivados de
medias mensuales modeladas para las temperaturas extremas y para la
precipitaciéon (Hijmans et al. 2005), disponibles para la distribucién de la
especie en el territorio.

5.1.2. Modelamiento de nichos.

A partir de la informacion del punto anterior, tanto para localidades del
coiglie, como su informacién ecoldégicamente relevante siguiendo a
Anderson et al. (2003) y Guisan et al. (2006), se realizaron modelos de
nicho ecoldégico para la especie, relacionando informacion espacial
explicita de las distribuciones geograficas de la especie y las variables
ambientales mediante conjuntos de protocolos estadisticos comparados
(RF, MAXENT, ANN, CTA, GAM, GBM, GLM, MARS, FDA y SRE),
escogiendo aquellos de mejor ajuste absoluto (best model) y ponderando
ensambles de modelos de mejor ajuste (ensemble forecasting) mediante
el uso de software BIOMOD (Thuiller 2003) y MAXENT (Phillips et al.
2006). Este proceso arrojé una cartografia proyectada para todo el
territorio nacional a escala espacial de tamafio minimo cercano a 1 km2,
tanto para un escenario de clima contemporaneo como también para
escenarios futuros de cambio climatico a lo largo del siglo en curso,
permitiendo localizar aquellas poblaciones con riesgo de desaparecer por
cambio climatico y aquellas que permaneceran ante dichos escenarios
(Guisan & Zimmermann 2000).

5.1.3. Identificar regiones de procedencias y poblaciones vulnerables
segun parametros biogeoclimaticos.

Tomando los datos de los pasos anteriores, se definieron zonas locales y
macrozonas a partir de las poblaciones naturales de la especie, asociadas
a las zonas geograficas proyectadas en su nicho ecolégico modelado. Esta
delimitacion se realizd por medio de métodos aglomerativos (cluster)
espaciales para el territorio, de acuerdo a las variables edafoclimaticas a
considerar y usando sistemas de informacién geografica y package raster
de R (R Development Core Team 2012; Hijmans & van Etten 2012). De
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esta forma se puede zonificar en unidades relativamente homogéneas en
términos ecoldgicos, que servirdn de marco para la definicion de las
regiones de procedencias de la especie coigle.

Por otro lado, se identificaron zonas geograficas cuya proyeccién
comparada de sus modelos de nicho, para los escenarios de clima actual
y futuro pueden implicar una pérdida futura de habitat, mediante las
herramientas del software BIOMOD (Thuiller 2003). Eventuales
localidades que queden bajo esta categoria tendran prioridad para
conservacion de su acervo genético en programas de rescate de
germoplasma.

OE2. Evaluar la diversidad genética de coigiie a lo largo de toda su
distribucion en Chile mediante marcadores moleculares altamente
informativos (AFLPs y SNPs).

5.2.1. Determinar reproducibilidad de marcadores AFLPs y SNPs para
coigue.

En el caso de los AFLPs ya se encuentra desarrollado un protocolo que
funciona bien para rauli (Hasbun et al., 2012), sin embargo, se probara
su aplicabilidad en coiglie para distintos tipos de materiales vegetales. El
ADN gendmico fue extraido con kit para purificacion de ADN gendmico.
Para el andlisis de los AFLPs se usaron partidores con marcaje
fluorescente, andlisis de fragmentos en secuenciador capilar y el uso del
programa Gene Mapper. Se probaron 78 combinaciones selectivas de las
cuales se seleccionaron las mas polimérficas y reproducibles segun
metodologia de Herrera y Bazaga (2010).

La SNPs fueron detectados y genotipificados en un solo paso mediante la
tecnologia de Genotipificacion por Secuenciacion (Genotyping-by-
Sequencing) descrita en detalle por Elshire et al. (2011) o en
http://www.maizegenetics.net/Table/Genotyping-by-Sequencing/. Las
mismas muestras de ADN usadas para AFLPs fueron utilizadas para esta
actividad. La construccién de librerias gendmicas reducidas por enzimas
de restriccion sensibles a metilacién y su posterior secuenciaciéon con
tecnologia de nueva generacion se realizé en Centro de Biotecnologia de
la Universidad de Wisconsin, Madison, WI, Estados Unidos (EE.UU). La
secuenciacion se utilizd la plataforma Genome Analyzer II (Illumina, San
Diego). El analisis bioinformatico se realizé usando la pipeline Universal
Network Enabled Analysis Kit (UNEAK), la cual es una extensién del
programa Trait Analysis by Association, Evolution and Linkage (TASSEL)
usando la configuracion predeteminada. Esta pipeline (UNEAK) fue
diseflada para especies que no tengan genoma de referencia, como es el
caso de N. dombeyi. Las instrucciones y documentacion para correr el
programa estan disponible de forma gratuita en el sitio web “Buckler Lab
for Maize Genetics and Diversity” y los comandos de UNEAK
sonejecutados via linea de comandos. El programa TASSEL es de uso
libre y se encuentra de forma gratuita en el mismo sitio.
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5.2.2. Muestrear poblaciones de coiglie potencialmente representativas
de su diversidad genética.

Dentro de las poblaciones vulnerables y regiones de procedencias
determinadas en la actividad 1.3 se realizaron muestreos en puntos
determinados. Cada uno de estos puntos de muestreos fue cubierto por
20 individuos adultos de al menos 40 cmm de DAP y separados por 50-100
m. Cada uno de estos arboles fue geo-referenciado mediante GPS

5.2.3. Genotipificacidn con marcadores AFLPs y SNPs.

Las muestras colectadas en la actividad 2.2 fueron procesadas con el fin
de extraer ADN y proceder a genotipificadas con marcadores AFLPs segun
las condiciones determinadas en la actividad 2.1. Los muestreos fueron
realizados de acuerdo a la disponibilidad de material vegetal y a las
posibilidades de conservacion del mismo durante las campanas de
colecta. Es asi como se muestrearon hojas en aquellos caso en que ramas
de la copa se encontraban cercanas al suelo. En caso contrario se
tomaron muestras de corteza mas madera para extraer el ADN a partir
de tejidos meristemasticos contenidos en ella (ej. felégeno y cambium).
Por otra parte, algunas muestras fueron conservadas en frio (hielera
eléctrica) hasta llevarlas hasta el laboratorio o en silica para asegurar su
secado rapido. De manera preliminar para el analisis con AFLP se
tomaron solo 6 localidades y asi poder estimar la variabilidad genética
asociada a la especie. Ademas, este analisis exploratorio tiene por
objetivo ver si existe estructuracién poblacional que permita encontrar
alelos unicos de los distintos estratos.

Para la genotipificacion de los SNPs a partir de las subpoblaciones
pertenecientes a distintos estratos detectados se seleccionaron entre 3 y
6 muestras (Tabla 5.1), excepto en Termas de Tolhuaca y Villa las
araucarias, donde se seleccioné 9 y 7 individuos respectivamente. Esto
en base a que se cree que se encontraban fuera de los limites del ultimo
maximo glacial durante el Holoceno en Chile, siendo posibles refugios
glaciares donde se espera una mayor diversidad genética.

5.2.4. Caracterizar la diversidad intraespecifica y estructura poblacional
de la especie.

Se realizd un anadlisis de agrupamiento para detectar subpoblaciones
genéticamente homogéneas en el programa Structure 2.3.3. Previmente
se utilizéd el programa Arlequin y/o Bayescan para detectar los posibles
loci outliers.

Para estimar la diversidad genética se calculd el indice de diversidad de
Shannon (I), la heterocigosidad media (He) de Nei (1973), riqgueza alélica
(NUmero de alelos, Na; Niumero de alelos efectivos, Ne; numero de alelos
menos comunes) y el porcentaje de loci polimérficos AFLP (%P) a nivel
de especie y a nivel poblacional con el programa GenAlEx versién 6.5
(Peakall & Smouse 2006; Peakall & Smouse 2012).
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Tabla 5.1. Lista de localidades de N. dombeyi muestreadas donde se
muestra el estrato al cual pertenecen (ver Tabla 1), y el nUmero de
individuos seleccionados para analisis de SNP por GBS.

Estrato Subpoblacién N° de individuos
seleccionados
Altos Lircay 6
Antuco

Ralco
Termas Tolhuaca*

Coihayque 1**
Coihayque 2**
Coihayque 3**
Coihayque 4**

Nonguén
Villa Las Araucarias
Caramavida

Mariquina
Lago Rifilhue
Fundo LLancao
Lago Neltume
Parque Nacional Villarica
Loncoche Interior
Cunco***

Las Trancas

Maicolpué**x**

N unuuuunu un u un s b HhWWWWNNRR

Parque Nacional Puyehue

U WU MW W U1 W W W ulu N oYUl L1 L1 Bl © OO

N

Lago Rupanco

* Ex Reserva Nacional Malleco, ** Las subpoblaciones del estrato 3, son
pertenecientes a poblaciones costeras de la Region de Los Lagos estas son propiedad
de CONAF, *** muestras tomadas en Mellipuerco, **** muestras tomadas entre el
camino de Osorno a Maicolpué por la ruta U-40.

Las diferencias entre pares de zonas se estimaron a través del indice de
fijacion Fst (entre pares de poblaciones de haplotipos estacionarios de
tamafio N) y la distancia de Nei (Nei y Li 1979), este ultimo indice
permite calcular el niUmero promedio de pares de diferencias dentro y
entre zonas, obteniendo los valores-p para cada indice en el programa
Arlequin 3.5 program (Excoffier & Lischer 2010).

Del total de SNPs detectados mediante UNEAK se seleccionaron aquellos
mas confiables aplicando extrictos filtros en el programa Tassel
generandose dos grupos de datos. Sin embargo, gran parte de la base de
datos con marcadores SNPs detectados no seran directamente utilizados
en el proyecto, sino que pretenden ser la base para iniciar estudios de
genética funcional y estructural con relacién a caracteristicas funcionales
de importancia ecoldgica y/o productiva en la especie (e€j. resistencia al
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frio, sequia, calidad de madera, resistencia a enfermedades, etc.).
También sera un importante recurso a mediano plazo cuando se inicie un
proyecto de secuenciacion del genoma del género Nothofagus. Todos los
datos generados son de acceso publico y pueden ser solicitados
informandonos sobre el uso que recibirdn junto con asegurar la correcta
citacion de los autores de los mismo. Para acceder a los datos se puede
ingresar a la pagina web del proyecto: http://www.udec.cl/~origen_coigue.

OE3. Identificar areas productoras de semillas asociando la
informacion genética y los modelos ecoldégicos.

5.3.1. Refinar la delimitacion de las regiones de procedencia y
identificacion de poblaciones vulnerables integrando los datos genéticos.

Esta actividad se realizard utilizando agrupamientos basados en
caracteristicas ecoldgicas y genéticas definiendo unidades territoriales
homogéneas con potenciales para formar zonas de procedencia o que
requieren esfuerzos futuros de conservacién/restauracién, y zonas de
vulnerabilidad por cambio climatico, de acuerdo a lo mencionado en los
objetivos anteriores.

Para determinar las zonas mayor diversidad genética, los indices de
diversidad genética (FST, Distancia de Nei, He, Shannon) seran
visualizados como un ‘“landscape” genético, en un Sistema de
Informacion  Geografica (DIVA-GIS v5, libre en la red en
http://www.diva-gis.org), siguiendo los protocolos propuestos por Miller
(2005) y Vandergast et al. (2008).

5.3.2. Identificar potenciales areas productoras de semillas para las
distintas regiones de procedencia.

Dentro de cada region de procedencia se identific6 una o mas areas
productoras de semilla usando los criterios sefialados por Keiding vy
Barner (1990) y siguiendo las recomendaciones de la normativa de la
OCDE (2007). Se utilizaron parametros demograficos (ej. composicion y
estructura poblacional) y genéticos (ej. tamafio efectivo poblacional >
30-50 para evitar problemas de endogamia, uniformidad genética intra-
zona y diferenciacidén con otras zonas), entre otros parametros que seran
discutidos por el equipo del proyecto.

OE4. Desarrollar marcadores moleculares simples para confirmar
el origen geografico de semillas de coigiie.

5.4.1. Identificar alelos Unicos para cada regién de procedencia.

Los estadigrafos estimados en la actividad 3.1 serdn también calculados
por cada locus, junto con las frecuencias alélicas, varianza y la desviacién
estandar por locus y las frecuencias alélicas por poblacion. Con estas
frecuencias alélicas podran distinguir los alelos que se encuentra en alta
frecuencia y alelos de baja frecuencia, considerando estos ultimos como
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“raros” a nivel de toda la poblacién. Se seleccionaran los “alelos raros
candidatos” que ademas sean exclusivos de cada regién de procedencia.

5.4.2. Generar marcadores simples tipo SCAR (basados en PCR) por
detectar los alelos Unicos.

La conversién de marcadores AFLPs y SNP raros desde perfiles de
tipificacion multilocus a marcadores mediante PCR de loci simples,
técnicamente conocidos como marcadores SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region), los transforman en herramientas potencialmente Utiles
para diagnostico molecular. A partir de las secuencias se desarrollaran
marcadores SCAR mediante el diseno de partidores especificos. El
objetivo es desarrollar al menos 3 SCAR por cada regién de precedencia
para disefiar una prueba de PCR multiplex especifica por cada una de
ellas.

5.4.3. Probar los marcadores simples en la determinacion de la region de
procedencia.

Se seleccionaron al menos 5 regiones de procedencias desde las cuales
se obtendran semillas o material vegetal (hojas, madera y/o corteza)
para aplicar las pruebas de PCR en la determinacién de la regién
procedencia. Por ejemplo para una muestra compuesta por un lote de
semillas de origen anénimo se realizé una extraccién de ADN gendmico y
se aplicaran tantas pruebas de PCR, en reacciones paralelas, como
regiones de procedencia con alelos Unicos se logre identificar. En base a
estos analisis se probd la efectividad de la herramienta de certificacion
desarrollada, considerando también el efecto del método de extraccién de
ADN, pureza de la muestra, efecto de genotipos contaminantes de las
muestras (e.g. semillas de otra procedencia) entre otras pruebas de
validacion. Ademas las pruebas de PCR seran probadas en tres
laboratorios distintos.
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6. Resultados.

Los resultados finales del proyecto se encuentran disponibles de manera
indefinida en el sitio web http://www.udec.cl/~origen coigue, donde seran
constantemente actualizados y mejorados segun corresponda.

OE1l. Definir zonas de crecimiento de coigiie con potencial
productivo y con alta probabilidad de extinciéon local durante el
siglo en curso, mediante modelamiento de nichos ecolégicos.

6.1. Zonas de crecimiento de coiglie.

6.1.1. Estudio de la distribucidon geografica y ecoldgica actual del coigie.
A partir de la recopilacion de toda la informacion georeferenciada
disponible sobre la localizacién de las poblaciones existentes de coiglie en
base al herbario de la Universidad de Concepcion (CONC) y sumado a los
puntos generados de centroides de poligonos de la cartografia del bosque
nativo con presencia corroborada de coiglie (Ver mapa de puntos en Fig.
1 de Anexo 1), totalizando mas de 30.000 localidades o rodales, se
generd un mapa de distribucién potencial para la especie en base a la
evaluacion del nicho ecoldgico segun los métodos de modelamiento
considerados. Las variables que resultaron de utilidad correspondieron a
ocho variables bioclimaticas, cuatro de ellas referidas a temperatura
(promedio del rango de temperaturas, estacionalidad de la temperaturas,
maxima temperatura del mes mas calido del afio y minima temperatura
del mes mas frio del afio), y cuatro referidas a precipitacion (precipitacion
total anual, indice de estacionalidad de la precipitacién, precipitaciéon del
trimestre mas calido, precipitacion del trimestre mas frio), las cuales
consideraron la distribucién completa de la especie en Chile.

6.1.2. Modelamiento de nicho ecoldgico de coigie.

La informacién desarrollada en el punto anterior permitié mediante
métodos de modelamiento de nicho comparar opciones de modelos
aplicables a la especie. Para ello se empleé el software BIOMOD vy
MAXENT. El mejor resultado de los protocolos estadisticos comparados
(ANN, CTA, FDA, GAM, GBM, GLM, MARS, MAXENT, RF y SRE) resultd ser
RF (Random Forest) que arrojé el mejor valor de AUC (parametro de
comparacién de resultados), es decir un mejor modelo de valor predictivo
y corresponde al usado para la proyeccidn geografica que por ende refleja
mejor el habitat bioclimatico para la especie N. dombeyi. La cartografia
de dicho modelo de habitat se encuentra disponible en el sitio web del
proyecto http://www.udec.cl/~origen_coigue.

6.1.3. Identificar regiones de procedencias y poblaciones vulnerables
segun parametros biogeoclimaticos.

La definicion de regiones de procedencia se realizd siguiendo la
metodologia planteada en el proyecto lo que generd los resultados de se
muestran en las Fig. 2 a 5 del Anexo 1. A partir de cada una de las celdas
del modelo de habitat (de resolucidn cercana a 1 m2), se procedié a
realizar un analisis de cluster y arrojo el dendrograma que se ilustra en la
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figura compuesta, el cual permiti6 agrupar zonas con variables
bioclimaticas mas afines, constituyéndose en estratos bioclimaticos para
la especie. A través del analisis denominado Decorana-Calinski se
interpreté la utilidad de usar un numero o6ptimo de 7 estratos. Esta
estratificacién se presenta en la figura 6 del Anexo 1. En dicho mapa, se
muestra la proyeccion de los estratos bioclimaticos para la especie con
potencial para su interpretacién como regiones de procedencias
ecolégicas de la especie: 1) distribucién septentrional andina, 2) area
andina de Alto Biobio y Araucania andina, 3) regién de Los Lagos costa,
4) Patagonia en regién de Aysén, 5) Nahuelbuta y costa de Biobio, 6)
Araucania y Los Rios, 7) Region de Los Lagos Andes. La cartografia
correspondiente a estos estratos se encuentra disponible en el sitio web
http://www.udec.cl/~origen_coigue.

Considerando estos estratos e incluyendo la variabilidad de origen edafico
permitio focalizar el muestreo de material genético de N. dombeyi para
asi incluir el gradiente climatico total de esta especie con potencial
productivo de la cual se podrd certificar la procedencia de su material
reproductivo.

A partir del mejor modelo de habitat se procedid a proyectarlo con la
informacién disponible para el escenario futuro de tipo conservador
CSIRO B2A 2050 para la segunda mitad del siglo. Esta proyeccidn
permitid obtener la zonificacién de zonas de mayor vulnerabilidad por
cambio climatico, que se muestran en mapa de la figura 6 del Anexo 1.
Este corresponde al mapa de la distribucién del habitat de coihue segun
su vulnerabilidad al cambio climatico, identificando tres estratos de
influencia: un estrato de mayor vulnerabilidad producto de eventual
contraccion de poblaciones y pérdida de habitat, aprecidndose que gran
parte de la zona septentrional andina y costera marginal es la mas
vulnerable a cambio climatico. Un segundo estrato correspondiente a la
zona de mejor desarrollo de N. dombeyi que se mantendra como tal pese
a los efectos del esperado cambio climatico, mientras que un tercer
estrato menos, con zonas de eventual expansién relativa de las
poblaciones en sectores de mayor altitud y en areas como la provincia de
Palena, en las cuales el modelo prevé mejoras en el habitat para la
especie. La cartografia de aquellas zonas del modelo que de acuerdo a la
vulnerabilidad ante cambio climatico se encuentra disponible en el sitio
web http://www.udec.cl/~origen_coigue.

OE2. Evaluar la diversidad genética de coigiie a lo largo de toda su
distribucion en Chile mediante marcadores moleculares altamente
informativos (AFLPs y SNPs).

6.2.1. Determinar reproducibilidad de marcadores AFLPs y SNPs para
coigue.

La extraccibn de ADN de tejidos diferentes dependiendo de cada
poblacidon de muestreo ha sido uno de los desafios mas importantes para
el desarrollo del proyecto. Esto porque nos encontramos que no es
posible disponer del mismo tipo de material vegetal para realizar el
muestreo en todas las poblaciones. Ciertos arboles poseen copa baja vy
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por lo tanto se puede acceder a sus hojas, pero en algunas poblaciones
esta situacion no se da, producto de una gran densidad de individuos que
genera copas por sobre los 10 m de altura. En estos casos se debe
realizar el muestreo a partir de los tejidos que estdn a mano como por
ejemplo la madera y la corteza. Ambos materiales son faciles de
recolectar pero al estar compuestos principalmente de células muertas el
rendimiento de ADN es sumamente bajo y degradado. Sin embargo la
presencia de tejidos meristematicos asociados a la generacién de ambos
materiales (cambium en el caso de la madera y felégeno en relacién a la
corteza), representa una alternativa para lograr la extraccién de ADN en
concentracion y calidad adecuada para ser utilizada posteriormente (ver
Anexo 2 y Anexo 3).

El protocolo de AFLP previamente utilizado para Nothofagus alpina fue
aplicado sin mayores inconvenientes para N. dombeyi (ver Anexo 4). Se
realiz6 un estudio preliminar de la reproducibilidad de los AFLP
considerando individuos y materiales vegetales de origen del ADN
gendmico distintos. No se observa sesgo de los perfiles genéticos
partiendo de ADN extraido de distintos origenes (apices cualinares, hojas
expandidas o felégeno). Uno de los principales aportes del proyecto ha
sido demostrar que a partir de ADN obtenido a partir de felégeno o
cambium es posible obtener un perfil genético confiable de un individuo
de coiglie cuando no es posible acceder a sus hojas.

En relacidn a los marcadores SNPs se logré su obtencidn mediente
prestacion de servicio por parte de la Universidad de Wisconsin-Madison-
USA (GCW;Genome Center of Wisconsin). Esta institucidn posee una
basta experiencia en este tipo de proyecto y a la fecha cumplié con la
optimizacién del protocolo de Genotyping-by-Sequencing(GBS) para
coiglie junto con la genotipificacion de 96 individuos quedando
pendientes otros 96 hasta que se envien nuevas muestras de ADN
(Anexo 5).

6.2.2. Muestrear poblaciones de coiglie potencialmente representativas
de su diversidad genética.

En base a los resultados del OE1 se determinaron 7 estratos o nichos
ecoldgicos del coiglie a lo largo de su distribucidn actual en Chile y se
definid un nimero representativo de poblaciones a muestrear en funcién
de su superficie (Anexo 6). Se identificaron en total 30 poblaciones que
fueron efectivamente muestreadas entre los meses de enero y mayo de
2013. Como ya fue sefialado en el punto 2.1 se tomaron muestras de
hojas o corteza (para posterior obtencidon de felégeno) dependiendo de
las caracteristicas de cada poblacidn.

6.2.3. Genotipificacién con marcadores AFLPs y SNPs.
En cada caso (AFLP y SNP) se genotipificaron 96 muestras que son

representativas de la variabilidad de la especie. En el caso de los AFLP se
usaron 2 combinaciones selectivas (Eco+ACA/Mse+CAT y
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Eco+AGG/Mse+AGC) que en total permitieron estudiar los polimorfismos
asociados a 107 loci que corresponden a fragmentos de 50 a 600 pb.

Con respecto a los SNPs utilizando la técnica GBS y posterior analisis
mediante la pipeline UNEAK se utilizaron un total de 130.670.072
(172.171.356 en total) secuencias que cumplieron los estandares
minimos de calidad, es decir, mas del 75% de las secuencias fueron
utilizadas. La cantidad final de SNP detectados utilizando los parametros
por defecto de la pipeline UNEAK fueron 66.042, sin embargo, luego de
aplicar diversos filtros se gener6 una matriz con 3674 SNPs que
cumplieron con los requisitos basicos para posteriores andlisis de
diversidad genética. De los 96 individuos inicialmente utilizados, solo 67
cumplieron con tener un nimero minimo de al menos 125.000 secuencias
para analisis posteriores (aproximadamente el 70%). El 30% de la
muestras que no sirvieron se pueden explicar principalmente por
calidades deficientes de ADN que hace que el protocolo de GBS no
funcione como deberia. De acuerdo a la opinidon de expertos en el tema
estos resultados son los esperados cuando se aplica GBS por primera vez
en un especie.
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Figura 6.1. Numero de secuencias por genotipo generadas por medio de
GBS vy utilizadas con la pipeline UNEAK para el descubrimiento de SNP.
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6.2.4. Caracterizar la diversidad intraespecifica y estructura poblacional
de la especie.

6.2.4.1. Diversidad genética en un grupo de localidades evaluada con
AFLP.

Se analizaron un total de 117 marcadores AFLP obtenidos a partir de las
combinaciones selectivas EcoRI+ACA/Msel+CAT (62)
EcoRI+AGG/Msel+AGC (55) los cuales son todos polimérficos, lo cual es
un primer indicio de una alta diversidad genética intraespecifica. En la
tabla 6.1 se puede observar que la variabilidad genética de la especie en
las localidades evaluadas es alta, con valores de He entre 0,242 para
Fresia y 0,313 para Villas las Araucarias (Tabla 6.1). Cabe destacar que
localidades con un mayor nivel de conservacién del ecosistema presentan
indices de diversidad genética intraespecifica, como Las Trancas (Chillan),
Termas de Tolhuaca o Villas Las Araucarias. Por otra parte, no se
detectaron alelos Unicos de localidades especificas, lo que estaria
reflejando bajos niveles de diferenciacién genética poblacional o entre
localidades. Esto podria ser explicado por el amplio rango de distribucién
de N. dombeyi y la gran heterogeneidad del medio ambiente en que se
despliega, lo que sugiere variabilidad genecoldégica en esta especie
(Donoso et al., 2004). Solo se detectan algunos ALC(50), que se trata de
alelos presentes en localidades especificas en todos los individuos y que
poseen una reducida frecuencia en el resto de las localidades (menor al
50%). Estos podrian estar reflejando procesos recientes de seleccion o
simplemente la perdida de alelos por efectos estocasticos como la deriva
génica. Este resultado es de vital importancia para definir si mediante los
marcadores AFLP sera posible encontrar marcadores Unicos de una
procedencia especifica, para el posterior desarrollo de herramientas de
seleccién.

Tabla 6.1. Indices de diversidad genética intraespecifica para las
localidades de presencia de coiglie estimadas en base a AFLP.

Localidades He Na Ne %P ALC(50)
Fresia 0,242 1,735 1,413 78 2
Cochamod 0,230 1,602 1,389 70 1
Las Trancas 0,263 1,752 1,438 81 4
Coyhaique 0,260 1,735 1,441 79 5
T. Tolhuaca 0,300 1,735 1,525 86 2
V. las Araucarias 0,313 1,858 1,538 93 5

He; heterocigocidad esperada, ALC(50); numero de alelos localmente comunes,
Na; Numero de alelos efectivos, Ne; numero de alelos menos comunes, %P;
porcentaje de loci polimorficos.

El anadlisis de diversidad poblacional realizado con todos los individuos
empleando el programa Structure, indic6 que el numero de
subpoblaciones que mejor explicaria el patron genético presente en las
localidades evaluadas fue K=2 con una probabilidad posterior igual a 0,9
(Figura 6.2).
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Deltak = mean(|L"(K)|} / sd(L(K))
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Figura 6.2. Analisis de probabilidad posterior de K (numero de
subpoblaciones) en todos los individuos de coiglie analizados con los
marcadores AFLP.

Este resultado esta respaldado por un porcentaje de asignacion de los
individuos a la primera subpoblacidon (azul) sobre el 90% de pertenecia
en la mayoria de los individuos contenidos en él. La segunda
subpoblacion presente en las localidades de Villas las Araucarias y
Termas de Tolhuaca esta presente en muy pocos individuos con un
porcentaje de asignacion mayor al 90%, mostrando mas bien una
condicién hibrida (Tabla 6.2, Figura 6.3). Ademds, en una misma
localidad se observa presencia de individuos puros de la subpoblacion 1
con puros de la subpoblacion 2 e hibridos, lo cual dificulta lograr el
objetivo general del proyecto.

Tabla 6.2. Porcentaje de asignacién de cada localidad a los grupos
genéticos determinados mediante los datos de AFLP en coigue.

Subpoblacién Subpoblacién

Localidad 1 (%) 2 (%) Individuos
Fresia 97,6 2,4 16
Cochamod 99,5 0,5 16
Las Trancas 93,4 6,6 16
Coyhaique 94,8 5,2 16
T. Tolhuaca 76,4 23,6 16
V. las Araucarias 52,9 47,1 15
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Figura 6.3. Analisis de estimaciones de Q en seis localidades de presencia
de coigie en Chile. Cada individuo es representado por una barra de
colores divididos en K=2, segun las subpoblaciones encontradas. El color
azul representa una coleccidn Unica de alelos y el rojo otra diferente.

¥ Grupo'' 8Grupo2 [ I I 1Y

numero'de'individuo’
Fresia Cochamo Las Trancas Coihayque  Termas Malleco Villa las Araucarias
1:Fresia (E6); 2:Cochamo (E7); 3:Las Trancas (E6); 4:Coihayque (E3); 5:Termas de Malleco (E2);
6:Villa Las Araucarias (E4).

6.2.4.2. Diversidad genética del rango completo de distribucién del
coigle con marcadores SNP.

En el caso de los SNP los cuales cubrieron localidad representativas de
toda la distribucion de la especie en Chile, estos confirman la gran
diversidad genética presente en la especie (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Valores promedios y sus desviaciones estandar (SE) para
distintos indices de diversidad genética en funcién de las localidades de
colecta de coigue determinada mediante los marcadores SNPs. Na;
NUmero de alelos efectivos, Ne; niumero de alelos menos comunes, I;
indice de diversidad de Shannon, Ho; Heterosigocidad Observada, UHe;
Heterosigocidad Esperada no sesgada, F; indice de Fijacion, %P,
porcentaje de Loci.

Localidad N Na Ne | Ho uHe F %P

1 Media 2,992 1,886 1,732 0,561 0,606 0,472 -0,506 88,62
SE 0,004 0,014 0,015 0,010 0,016 0,009 0,024

2 Media 2,984 1,882 1,724 0,557 0,572 0,468 -0,439 88,22
SE 0,006 0,014 0,015 0,010 0,016 0,009 0,025

3 Media 3,984 1,954 1,791 0,602 0,626 0,483 -0,448 95,41
SE 0,006 0,009 0,013 0,007 0,015 0,006 0,024

4 Media 7,635 2,000 1,817 0,628 0,556 0,471 -0,245 100
SE 0,026 0,000 0,010 0,004 0,011 0,004 0,020

5 Media 2,830 1,840 1,656 0,518 0,464 0,440 -0,275 84,03
SE 0,017 0,016 0,016 0,011 0,016 0,010 0,028

6 Media 3,960 1,892 1,670 0,536 0,515 0,424 -0,344 89,22
SE 0,009 0,014 0,015 0,009 0,016 0,008 0,025

7 Media 3,435 1,838 1,620 0,502 0,315 0,408 0,075 83,83
SE 0,031 0,016 0,016 0,011 0,014 0,009 0,029

8 Media 4,295 1,980 1,800 0,618 0,541 0,491 -0,234 98,00
SE 0,029 0,006 0,010 0,005 0,013 0,005 0,024

9 Media 4,309 1,976 1,760 0,600 0,481 0,473 -0,134 97,60
SE 0,026 0,007 0,011 0,006 0,014 0,006 0,026

10 Media 3,200 1,906 1,686 0,551 0,407 0,456 -0,076 90,62
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SE 0,031 0,013 0,014 0,009 0,014 0,008 0,027
11 Media 3,557 1,946 1,747 0,586 0,498 0,476 -0,207
SE 0,024 0,010 0,013 0,007 0,014 0,007 0,026
12 Media 2,920 1,950 1,747 0,588 0,565 0,494 -0,357
SE 0,012 o0,010 0,012 0,007 0,015 0,007 0,026
13 Media 2,832 1,908 1,740 0,573 0,542 0,489 -0,337
SE 0,017 0,013 0,014 0,009 0,015 0,008 0,027
14 Media 2,611 1,944 1,69 0,569 0,518 0495 -0,317
SE 0,024 0,010 0,012 0,007 0,012 0,008 0,020
15 Media 4,669 1,988 1,812 0,625 0,544 0,491 -0,221
SE 0,022 0,006 0,010 0,005 0,013 0,004 0,025
16 Media 2,992 1,952 1,777 0,598 0,632 0,502 -0,476
SE 0,004 0,010 0,013 0,007 0,015 0,007 0,024
17 Media 5034 1,982 1,772 0,607 0,503 0470 -0,181
SE 0,036 0,006 0,011 0,006 0,011 0,005 0,021
Total Media | 3,779 1,931 1,738 0,578 0,523 0,471 -0,278
SE 0,014 0,003 0,003 0,002 0,004 0,002 0,006

94,61

95,01

90,82

94,41

98,80

95,21

98,20

93,10
1,22

Altos de Lircay (1); Antuco (2); Ralco (3); Tolhuaca (4); Coihayque Alto (5); Coihayque (6); Aisen Lago Paloma (7);
Nonguen (8); Villa Las Araucarias (9); Caramavida (10); Mariquina (11); Fundo Llancahue (12); Rifiihue (13);

Neltume (14); Villarrica (15); Loncoche (16); Las Trancas-Valdivia (17).

Los resultados del andlisis de estructura poblacional muestran la
existencia de 3 subpoblaciones (Figura 6.4) que se distribuyen de manera

diferencial en los distintos estratos (Figura 6.5).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

140
120 |

100

Delta K

20

20 25 30 35 4.0 43 50

Figura 6.4. Andlisis de probabilidad posterior de K (numero de
subpoblaciones) en todas las localidades con presencia de coigle

analizadas con los marcadores SNP.
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Figura 6.5. Representacidon grafica de Q cestimado con los marcadores
SNP en cada estrato de coigie definido por modelamiento de nicho
ecoldgico. Cada subpoblacion es representada por un color y el grafico de
torta refleja el procentaje de pertenencia de los indivduos analizados a
cada una de las tres subpoblaciones detectadas mediante Structure.

Tabla 6.4. Caracterizacion de la variabilidad intrapoblacional a nivel de las
suboblaciones de coiglie detectadas.

Subpoblacién Fst He

Azul 0.1376 0.3260
Roja 0.0152 0.3570
Verde 0.3056 0.2928
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OE3. Identificar areas productoras de semillas asociando la
informacion genética y los modelos ecolégicos.

6.3.1. Refinar la delimitacion de las regiones de procedencia vy
identificacion de poblaciones vulnerables integrando los datos genéticos.

De acuerdo a nuestro modelamiento de nichos ecoldogicos el numero
minimo de procedencias deberia ser siete representadas por los siete
estratos identificados (ver Anexo 1). No obstante al integrar dicha
informacién con el resultados del andlisis genético el cual reveld la
presencia de al menos 3 subpoblaciones, podemos sefalar que existe dos
procedencias puras:

1) Procedencia norte representada por los estratos 1 y 2 donde
podemos encontrar localidades como Altos de Lircay, Antuco, Ralco
y Termas de Tolhuaca.

2) Procedencia sur representada por el estrato 3 donde encontramos
las localidades de Coihayque y Aysen.

Es posible describir una tercera procedencia que se caracteriza por
contener todas las localidades de estrato 5 donde encontramos zonas que
abarcan puntos ubicados en la Cordillera de la Costa (Mariquina,
Llancahue), depresién intermedia (Loncoche interior, Rifiihue) y Cordillera
de los Andes (Villarica, Neltume). Este estrato presenta una elevada
diversidad genética e individuos que poseen ancestros pertenecientes de
distintas subpoblaciones.

6.3.2. Identificar potenciales areas productoras de semillas para las
distintas regiones de procedencia.

Actualmente las areas productoras se semilla se concentran en una zona
restringida de la distribucién total del coiglie en Chile. Ya hemos
demostrado que existen diversos estratos y que la vez estos contiene
genotipos distintos los cuales son el resultados de un proceso de
seleccion natural. Las actuales areas productoras de semillas pueden
proveer de material de propagacion en aquella zonas que predomina la
subpoblacion roja, sin embargo, no serian adecuadas por zonas donde
predomina la subpoblacion azul o verde. Por lo tanto se propone la
creacion de una nueva area productora de semillas en la zona norte de la
distribucién y otra en la zona sur austral. Estas areas prodcutoras de
semillas podrian proveer de materiales de propagacidn para fines
productivos pero también con fines de restauracion.
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OEA4. Desarrollar marcadores moleculares simples para confirmar
el origen geografico de semillas de coigiie.

6.4.1. Identificar alelos Unicos para cada regién de procedencia.

En el analisis exploratorio realizado con marcadores AFLP se han
encontrado 4 loci outlier con un valor-p< a 0.001 (Tabla 6.5), sin
embargo, las frecuencia en que se encuentran no permiten utilizarlos con
finas de certificacion (Tabla 6.6).

Tabla 6.5. Loci outlier detectados con los marcadores AFLPs en coigue.

Locus Obs. Het. BP Obs FST FST P-value
6 0.281599 0.364545 0.0029819
46 0.169789 -0.0552344 0.0128958
84 0.482578 -0.0658597 0.00709513
89 0.485986 0.00162981 0.00883788

Tabla 6.6. Frecuencia por localidad de los loci outlier en una zona
reducida de la distribucién de coigue en Chile.

Localidad /Alelo Locus 6 Locus 46 Locus 84 Locus 89
Fresia 0,375 0,938 0,562 0,688
Cochamd 0,875 0,958 0,688 0,812
Las Trancas 1 0,875 0,562 0,500
Coyhaique 0,938 0,938 0,562 0,562
Termas de Tolhuaca 0,875 0,875 0,625 0,500
Villa Las Araucarias 1 0,933 0,600 0,533

A diferencia de los marcadores AFLP, con los marcadores SNPs fuimos
capaces de detectar un numero mayor de loci outliers, dependiendo del
método de analisis utilizado (16 en el caso de Arlequin; Tabla 6.7 y 61
usando Bayescan; Figura 6.6). Ademas las frecuencias en la que estos se
encuentran en las distintas localidades permite tomarlos directamente
como herramientas de certificacion basada en la ausencia de
determinados alelos en ciertas localidades. Para poder determinarlos se
propone el uso de la técnica de genotipificacion de SNP llamada HRM la
cual es simple, rapida y barata. Dado que uno de los resultados de la
pipeline UNEAK es la secuencia adyacente que contiene el SNP, esto
permite disefiar partidores y aplicar sin mayores complicaciones la
genotipificacidn de SNPs. Esta paso no pudo ser incluido en este proyecto
por cuestiones de tiempo y recursos

Tabla 6.7. Loci outlier detectados con los marcadores SNPs usando
Arlequin y un valor p < 0,01 considerando toda la distribucién de coigue
en Chile.
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Locus Obs, Het, BP Obs FST FST P-value

12 0,5933 0,3106 0,0007
31 0,6618 0,0005 0,0027
32 0,6937 -0,0885 0,0094
54 0,6904 -0,0999 0,0056
55 0,5647 0,2731 0,0036
77 0,7148 -0,1055 0,0030
80 0,6896 -0,1031 0,0050
132 0,6930 -0,0973 0,0060
143 0,7053 0,0009 0,0054
156 0,6834 0,2470 0,0034
160 0,7056 0,2457 0,0020
168 0,1491 -0,1499 0,0005
188 0,0000 0,0000 -1,0000
228 0,6396 0,0016 0,0086
240 0,6871 -0,0905 0,0091
247 0,6820 -0,1485 0,0006




Tabla 6.8. Frecuencia de locus outlier para las 17 poblaciones de coigue analisadas.

Locus | L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16

Allele 1 4 1 3 3 4 3 4 3 4 1 4 2 4 1 2 1 3 1 4 1 4 1 3 2 3 3 4 1 4 2
P1 0,50 0,50 0,50 0,50 0,17 0,83 0,83 0,17 0,50 0,50 0,33 0,67 0,67 0,33 0,50 0,50 0,33 0,67 0,67 0,33 1,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,67 0,33 0,50 0,50 0,50
P2 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,83 0,17 0,50 0,50 0,50 0,50 0,83 0,17 0,83 0,17 0,33 0,67 0,83 0,17 1,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,33
P3 0,38 0,63 0,63 0,38 0,25 0,75 0,75 0,25 0,50 0,50 0,38 0,63 0,75 0,25 0,63 0,38 0,25 0,75 0,88 0,13 1,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,75 0,25 0,50
P4 0,50 0,50 0,50 0,50 0,31 0,69 069 0,31 0,44 0,56 0,38 0,63 0,63 0,38 0,38 0,63 0,38 0,63 0,44 0,56 0,81 0,19 0,56 0,44 0,50 0,50 0,44 0,56 0,63 0,38 0,71
P5 0,83 0,17 0,50 0,50 0,33 0,67 0,50 0,50 0,17 0,83 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,75 0,25 0,50 0,50 0,00 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 1,00 0,00 0,33
P6 1,00 0,00 0,25 0,75 0,38 0,63 0,75 0,25 0,00 1,00 0,50 0,50 0,75 0,25 0,25 0,75 0,75 0,25 0,00 1,00 0,00 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,63 0,38 0,75 0,25 0,88
P7 1,00 0,00 0,33 0,67 0,25 0,75 0,67 0,33 0,13 0,88 0,83 0,17 0,67 0,33 0,25 0,75 0,25 0,75 0,00 1,00 0,00 1,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,75 0,25 0,67 0,33 0,50
P8 0,70 0,30 0,30 0,70 0,40 0,60 0,63 0,38 0,10 0,90 0,40 0,60 0,60 0,40 0,40 0,60 0,50 0,50 0,67 0,33 0,75 0,25 0,50 0,50 0,50 0,50 0,60 0,40 0,50 0,50 0,38
P9 0,40 0,60 0,25 0,75 0,63 0,38 0,50 0,50 0,38 0,63 0,38 0,63 0,60 0,40 0,25 0,75 0,50 0,50 0,70 0,30 0,90 0,10 0,60 0,40 0,50 0,50 0,38 0,63 0,50 0,50 0,50
P10 |0,38 0,63 0,17 0,83 0,50 0,50 0,50 0,50 0,17 0,83 0,67 0,33 0,17 0,83 0,25 0,75 0,17 0,83 1,00 0,00 0,83 0,17 0,63 0,38 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
P11 |0,50 0,50 0,00 1,00 0,33 0,67 0,63 0,38 0,63 0,38 0,63 0,38 0,63 0,38 0,38 0,63 0,17 0,83 1,00 0,00 0,33 0,67 0,63 0,38 0550 0,50 0,33 0,67 0,75 0,25 0,67
P12 |0,17 0,83 0,550 0,50 0,17 0,83 0,83 0,17 0,50 0,50 0,83 0,17 0,83 0,17 0,67 0,33 0,33 0,67 1,00 0,00 0,17 0,83 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
P13 |0,50 0,50 0,00 1,00 0,50 0,50 1,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,25 0,75 0,50 0,50 0,33 0,67 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,67 0,33 0,83
P14 |0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,17 0,83 0,17 0,83 0,25 0,75 0,75 0,25 0,33 0,67 0,50 0,50 0,50 0,50 1,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,75 0,25 0,50 0,50 0,50
P15 |063 0,38 040 060 0,40 0,60 063 0,38 0,38 063 0,70 0,30 0,80 0,20 0,38 0,63 0,38 0,63 0,50 0,50 0,50 0,50 0,60 0,40 0,50 0,50 0,40 0,60 0,60 0,40 0,75
P16 |0,17 0,83 0,17 0,83 0,67 0,33 0,67 0,33 0,50 0,50 0,67 0,33 0,33 0,67 0,33 0,67 0,50 0,50 1,00 0,00 0,33 0,67 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,83
P17 |0,50 0,50 0,42 0,58 0,20 0,80 0,75 0,25 0,13 0,88 0,90 0,10 0,50 0,50 0,50 0,50 0,42 0,58 0,83 0,17 0,50 0,50 0,58 0,42 0,50 0,50 0,60 0,40 0,88 0,13 0,70
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Figura 6.6. Deteccién de loci outliers mediante el programa Bayescan con un FRD = 0,05. La linea vertical indica la posicién
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ANEXOS

FICHA TECNICA COIGUE

Identificacion de la
especie.
Nombre cientifico:

Nothofagus dombeyi
Nombre comin: Coigle
Nombre Mapudungun:
Koywe

.)' t,' ] 7

igura 1oas de Nothofagﬁs
dombeyi (Coigue)

Descripcion: Es una arbol frondoso, de corteza gris y con ramas
aplanadas horizontalmente que le da un aspecto caracteristico. Sus hojas
son perennes y coriaceas, tienen un peciolo muy corto y la forma es de
rombo redondeado, con el borde aserrado (Figura 1). Las flores son
pocos visibles, ya que no miden mas de 5mm y son de color verde.

Distribucion y Habitat: el Coiglie crece desde Colchagua hasta Aisén
(VI a XI regién), también en Argentina, en las cercanias de la cordillera
de los Andes, en las provincias de Neuquén, Rio Negro y al noroeste de
Chubut. Habita desde el nivel del mar hasta el limite altitudinal arboéreo
ocupando distintos sitios. Forma bosques puros o es componente
dominante de otras asociaciones forestales.

Componentes en bosques de Coigilie: Roble-Rauli-Coigtie, Coigle-
Rauli-Tepa. Roble- Hualo,Lenga , Siempre verde Coiglie de Magallanes,
Ciprés de la cordillera-Araucaria- Alerce.

Tipo de reproduccion: es un arbol monoico (i.e posee flores masculinas
y féminas en el mismo arbol), y tiene una reproduccion sexual, la
polinizacidén es por viento, es decir, plantas anemcofilias.

Duracion del ciclo de vida: indeterminado.
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Requerimientos ambientales para el cultivo:

— Zona Climatica: climas frios y lluviosos, caracteristico del centro sur
chileno

— Tipo de suelo: suelos humedos, bien irrigados de las depreciones en
las montafias como ocurre en la parte norte de su distribucion
(Donoso, 1999), mientras que al sur se observa un cambio en el
biotropo, como en Chiloé, donde N. dombeyi estd limitado a suelos
morrémicos mejor drenados (Weinberger 1973)

— Precipitaciones: este se da bien en zonas lluviosas que comprenden
los 2500-3500 mm anuales (Veblen, et al. 1996).

— Temperatura: amplio rango de resistencia al frio en invierno -8,5° C
en hojas y -10° C en yemas a 500m enlos 41 ° S, y 10° C en hojas y
13,5°C en las yemas a los 41°S (Alberdi, et al. 1985)

Mercado y productos manufacturados: una vez la madera seca posee
muy buenas caracteristicas para elaboracién, siendo facil de trabajar.
Debido a esto se encuentra frecuentemente en diferentes tipos de
construccién, en estructuras de casas, puentes rurales, andamios, diferentes
tipos de pisos, establos, silos, escaleras, embarcaciones, revestimiento
interiores y exteriores, muebles comunes y exclusivo también en artesania,
y grandes cantidades como chapa ( Hall M, Witte Jorg. 2004)
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