ABASTECIMIENTO DE SEMILLAS DE Nothofagus alessandrii
CON CONSIDERACIONES GENETICAS
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RESUMEN
Se presenta informacién y antecedentes de la especie ruil (Nothofagus alessandrii) con el

objetivo de orientar e incluir consideraciones genéticas en el abastecimiento de semillas para sus
programas de restauracion.
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SUMMARY
Information and background about ruil (Nothofagus alessandrii) is presented with the

aim of to guide and include genetic considerations in the supply of seeds for their restoration
programs.
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INTRODUCCION

La zona mediterranea de Chile, que se extiende desde la Region de Valparaiso hasta la
del Bio Bio, se caracteriza por concentrar la mayor biodiversidad del pais (Myers et al., 2000). Alli,
también se concentra la mayor densidad poblacional de Chile, con la consiguiente presién sobre
los recursos naturales.

Como consecuencia, una caracteristica de esta region es la transformaciéon que ha
sufrido el paisaje durante los dos ultimos siglos, generando como resultado, entre otros aspectos,
la reduccioén y fragmentacién de los bosques naturales.

Asi, el Bosque Maulino, formacion vegetal caracteristica como bosque de transicion hacia
aquellos méas meridionales del tipo templado, ha sido uno de los mas afectados y en forma
particular lo han sido los bosques de Nothofagus alessandrii Espinosa, especie conocida
corrientemente como ruil.

Los bosques de N. alessandrii son un ecosistema fragil que a comienzos del siglo XX
fueron objeto de tala y quema (Donoso y Landaeta, 1983). Los bosquetes remanentes se
encuentran muy fragmentados y estan insertos en una matriz de plantaciones con especies
aléctonas (Bustamante y Grez, 1995; Bustamante y Castor, 1998).

Considerando la situacion de esta especie, hoy tiene una alta prioridad de conservacion y
el Estado de Chile la ha incorporado en los planes RECOGE (restauracion, conservacion y
gestién), aunque no obstante siguen presentes los procesos antropogénicos que la han llevado a
su actual estado de degradacion.

Actualmente, esta clasificada como una especie rara y en peligro de extincion (D.S.
151/2007 del Ministerio Secretaria General de la Presidencia), e internacionalmente la IUCN la
define como en peligro de extincion (Barstow et al., 2017). Es una especie endémica de la
Cordillera de la Costa de la Region del Maule (Santelices et al., 2012a).

Uno de los factores de mayor riesgo sefialado en el plan RECOGE son los incendios
forestales, lo que quedé en evidencia en el periodo estival 2017, con lo que se llamé el incendio de
Las Maquinas, que abarc6 una superficie cercana a las 180.000 ha, entre ellas parte importante de
los bosques de ruil.

Si bien es cierto que una caracteristica de este particular ecosistema es su resiliencia, de
hecho, después de casi un afio de este disturbio se observa una fuerte rebrotacion en la base de
los fustes; sigue siendo un sistema muy fragil y amenazado.

Una opcién para mejorar su actual condicion sugiere la restauracion de estos bosques y
para ello una alternativa es introducir al sistema brinzales que lo rejuvenezcan y le den mayor vigor.
Sin embargo, no existe plena claridad sobre las eventuales poblaciones o subpoblaciones, por lo
cual se podria correr un riesgo de contaminacion genética al introducir material inadecuado.

No solo la restauracion es una de las tareas pendientes, también lo es la regeneracion de
estos bosques. No obstante, la informacion disponible para ello es insuficiente y aunque la
legislacion vigente contempla cierta normativa para estos efectos, ella carece de una base
cientifica que la sostenga.

Por ello, el objetivo de este trabajo es entregar informacién sobre la especie, que permita
orientar el abastecimiento de semillas para programas de restauracion, con los debidos resguardos
y consideraciones genéticas.
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DESCRIPCION Y DISTRIBUCION DE LA ESPECIE

El ruil es un arbol caducifolio que puede alcanzar 30 m de altura y 1 m de didmetro
(Rodriguez et al., 1983; Rodriguez y Quezada, 2003), aunque en la actualidad la mayoria de los
ejemplares no supera los 30 cm de didmetro (Figura N° 1). La especie tiene una corteza agrietada,
con unas manchas blancas muy caracteristicas, que son originadas por liquenes.

En los individuos jévenes, con didmetros medios inferiores a 12,5 cm, corresponde a
poblaciones de microliquenes crustaceos Lecanora albella (Pers.) Ach. y en el caso de los adultos
y diametros superiores a 21,5 cm, de cortezas agrietadas y en sitios hiumedos, se desarrolla el
macroliquen folioso Parmotrema chinense (Osbeck) Hale & Ahti. (Pereira y San Martin, 1998).

La copa es frondosa, piramidal y de color verde amarillento, que contrasta con la verde
blanquecina de Nothofagus glauca (Phil.) Krasser, especie con la que comparte el habitat (San
Martin et al., 2013). Las hojas de N. alessandrii son de lamina simple, de posiciéon alterna a
subopuesta en las ramas, con una longitud entre 7 y 13 cm y un ancho de 4 a 9 cm (Rodriguez et
al., 1983; Rodriguez y Quezada, 2003). La forma es principalmente ovada con margen dentado
espinuloso con 11 a 13 notables nervios secundarios rematando cada uno en un diente lateral del
borde. El peciolo es relativamente variable con una longitud que puede variar de 0,5 a 12 cm, e
inicialmente es acompafiado por estipulas de forma oblonga a lanceoladas, pero que
tempranamente se desprenden (San Martin et al., 2013).

Se ha observado que a medida que aumenta la sombra, sus hojas tienden a tener mayor
superficie, aunque este efecto no es tan claro en el area foliar especifica (Santelices et al., 2012b),
lo que podria indicar algun grado de plasticidad para adaptarse a diferentes condiciones de luz en
etapas tempranas.

La sexualidad de los individuos es diclina monoica, es decir, tienen flores unisexuales
masculinas y femeninas (Rodriguez et al., 1983; Rodriguez y Quezada, 2003). Siguiendo a San
Martin et al. (2013), las flores masculinas y femeninas son axilares y se encuentran espacialmente
separadas en los extremos superiores de ramas y del borde de la copa.

Las flores masculinas se encuentran en 3 a 4 grupos, portando cada uno 10 a 20
estambres exertos o visibles a simple vista. Las flores femeninas se disponen en inflorescencias
sésiles en una cupula axilar y solitaria.

Cada cupula porta 3 a 7 flores. En la madurez esta cuUpula es piramidal, tetragona con
cuatro valvas aovado - lanceoladas. Cada valva es recubierta por 5-7 apéndices lamelares cortos y
en disposicién imbricada. Este alto ndmero de flores femeninas indicaria la antigliedad y
primitivismo del taxon, respecto a las otras especies del género (Romero, 1986).

Su fruto corresponde a una nuez que contiene entre 3 y 7semillas dimorfas, cortamente
aladas, conicas y de tres lados las dos laterales y comprimidas las del centro y las valvares
(Rodriguez y Quezada, 2003; San Martin et al., 2013).

El tamafio de las semillas es, en general, homogéneo y sé6lo se han observado
diferencias significativas en la longitud de las dimeras y en el ancho de las trimeras. El peso de
1.000 semillas y la capacidad germinativa puede variar significativamente entre las procedencias
(Cuadro N° 1) (Santelices et al., 2009) y, en consecuencia, el nimero de semillas por kilogramo
podria hacerlo de las 96.900 a las 140.845, un rango mas amplio al sefialado por Donoso y Cabello
(1978) de 123.000 a 133.000 semillas por kilogramo.
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Figura N° 1
EJEMPLAR ADULTO DE Nothofagus alessandrii

Cuadro N° 1
CARACTERISTICAS MORFO-FISIOLOGICAS DE SEMILLAS DE Nothofagus alessandrii
DE DIFERENTES PROCEDENCIAS

Tamafio de las Semillas Peso de
. (mm) 1000 Germinacion
Procedencia Dimeras Trimeras Semillas (%)
Largo Ancho | Espesor Largo Ancho @)
Lo Ramirez 6,2 ab 52a 12a 58a| 44 b 9,43 ab 98,3 a
Coipué 6,3 ab 53a 13a 6,0a | 50ab | 10,04 ab 78,6 ab
Quivolgo 55 b 51la l1la 56a| 43 b 721 ¢ 76,4 ab
El Desprecio 6,1 ab 53a 12a 58a| 45b 9,11 ab 96,2 a
El Corte 64 a 54a 1l4a 6,1a| 57 a 10,32 a 45,7 b

(Fuente: Santelices et al., 2009). Letras distintas misma columna indican diferencias significativas p < 0,05.

Los bosquetes remanentes de N. alessandrii se distribuyen naturalmente sélo en la
Cordillera de la Costa de la Region del Maule, en dos grandes zonas interfluviales (Figura N° 2)
(Santelices et al., 2012a). La primera de ellas entre los rios Mataquito y Maule y la segunda entre el
Maule y el Curanilahue. La mayor humedad, la influencia maritima, el volumen de las
precipitaciones, la orientacion y la radiacion solar indirecta y su menor efecto de insolacion refleja
que, en la actualidad, los bosques de ruil responden a otras condiciones de mayor humedad de
caracter microcliméatico azonal como fue en el pasado y no al macroclima regional de caracter
zonal. En efecto, su distribucion es discontinua y relegada a solo algunas laderas de exposicion de
umbria, en sitios de refugio en los que las quebradas representan un corredor para las neblinas
vespertinas y matinales, asi como del frio y humedo viento marino (San Martin et al., 2013),
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favoreciendo los requerimientos de humedad de la especie. Si bien es cierto que se ha reportado
una superficie remanente de 314 ha, los incendios del periodo estival del afio 2017 afectaron parte
importante de este recurso, estimandose cerca de un 55% afectado por el fuego (Valencia et al.,
2018).
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Figura N° 2
DISTRIBUCION ESPACIAL DE LOS BOSQUETES DE Nothofagus alessandrii
AUTOECOLOGIA DE LA REGENERACION

De acuerdo a lo sefialado por San Martin et al. (2013) y Rodriguez et al. (1983), las flores
de N. alessandrii son inconspicuas, sexualmente diclinas y axilarmente ubicadas en los extremos
terminales de las ramas de un mismo individuo. El caracter primitivo de sus estructuras,
practicamente carentes de envolturas protectoras, significa que no sean vistosas y la polinizacién
sea fundamentalmente por el viento.

La hinchazén de las yemas florales se inicia a mediados de agosto y su explosion a fines
del mismo mes e inicio de septiembre dando paso a la antesis o floracion. La floracién ocurre poco
antes de la formacién de las hojas y se extiende desde fines de agosto a principios de octubre, con
mayor expresion a mitad de septiembre. Este hecho es coincidente con el estado de reposo de N.
glauca, el cual expande sus yemas e inicia la floracion cuando ya N. alessandrii ha desarrollado
completamente su follaje. Tal asincronia evita una sobreposicién de una lluvia polinica (San Martin
et al., 2013).

La fructificacion y madurez de las semillas se inicia a fines de enero e inicios de febrero
del afio siguiente (Figura N° 3).
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Figura N° 3
CICLO BIANUAL DE REPRODUCCION DE Nothofagus alessandrii

La morfologia de las semillas (Figura N° 4) determina que el patrén de dispersion sea
muy pobre y quede fundamentalmente reducido al medio terrestre aéreo-seco y no acuatico o
marino. Ello condiciona que este sea, principalmente, por gravedad (Hill y Jordan, 1993) y en una
pequefia proporcion por el viento.

Debido al tamafio de las alas y al obstaculo de éarboles vecinos de la matriz, la
anemocoria no es eficiente (San Martin et al., 2013).

La diseminacion de las semillas se inicia a fines de enero y se prolonga hasta febrero,
incluso marzo en su distribucién méas meridional. La mayor caida ocurre en dias iluminados con alta
temperatura y con suave brisa. Esta lluvia de nueces con sus semillas es posible advertirla en el
interior del bosque.

La produccién de semillas se concentra en aquellas partes de la copa de los arboles
expuestas a una mayor luminosidad, encontrandose también arboles con nula produccion.
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Figura N° 4
MORFOLOGIA DE LAS SEMILLAS DE Nothofagus alessandrii

La coleccion de semillas es posible hacerla en forma manual y directamente del piso.
Una forma practica de cosecha consiste en extender mallas de plastico antes de la diseminacion, lo
que ayuda a recogerlas. Posterior a la limpieza y seleccion de las semillas es necesario asegurar
su almacenamiento, para ello es recomendable utilizar envases de vidrio y mantenerlos en
refrigeracion a 4°C. Se desconoce el efecto del almacenamiento de las semillas en cuanto a la
pérdida natural de viabilidad en el tiempo.

En la regeneracion natural por monte alto, la germinaciéon ocurre en los sitios de los
rodales potenciados por la exposicion del himedo y frio invierno (San Martin et al., 2013). Se ha
establecido que las semillas de N. alessandrii tienen una latencia endégena (Santelices et al.,
2011b), la que facilmente se supera con tratamientos pregerminativos, fundamentalmente mediante
las técnicas de estratificacion fria durante 30 o 45 dias o remojo en &cido giberélico en
concentraciones de 100 o 200 mg/L (Santelices et al., 2011b).

Si bien es cierto que facilmente se rompe la latencia de las semillas viables, llegando a
valores que pueden superar un 84% de capacidad germinativa con la estratificacién durante 30
dias (Santelices et al., 2011b), la mayor dificultad se relaciona con la alta proporcién de semillas
infértiles, llegando en algunos casos a superar el 93%, siendo las valvares todas vanas (Santelices
et al., 2011a).

No obstante, considerando los diferentes reportes sobre esta materia (Donoso, 1975;
Donoso y Cabello, 1978; San Martin et al., 2013), y que es una especie vecera, estos valores
podrian variar en funcién del afio de cosecha y de la procedencia de las semillas.

Ruil es una especie que presenta un patrén de germinacion epigea, es decir, los
cotiledones emergen del suelo como consecuencia del crecimiento del hipocotilo. Si bien es cierto
que en su medio natural se ha observado en algunos casos un buen potencial germinativo de la
cama de semillas, el repoblado no llega a establecerse debido a que las tasas de reclutamiento son
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muy bajas. En ello influyen, principalmente, factores fisicos de tipo mecéanico y ecofisioloégicos del
sitio (San Martin et al., 2013).

En el establecimiento de plantaciones se ha observado que el factor limitante es la
proteccion de los brinzales de la radiacion solar directa, para lo cual se han empleado exitosamente
mallas de plastico (Quiroz et al., 2009; Santelices et al., 2012b). No obstante, como consecuencia
del cambio climético y por ello el consecuente aumento de las temperaturas estivales y de periodos
de sequia méas prolongados, se ha favorecido el estrés hidrico y una sequia edéfica, lo que
redunda en una mayor dificultad en el establecimiento de las plantas en campo.

En relacién con lo antes expuesto, a modo de ejemplo se pueden sefialar dos casos en
los cuales el establecimiento de N. alessandrii bajo diferentes condiciones y objetivos fue nulo
(datos no publicados).

En la Reserva Nacional Los Ruiles, en el sector El Corte, en la distribucion més austral
de la especie, en el afio 2011 se enriquecié bajo diferentes condiciones de luminosidad con plantas
del tipo 1/0 a fines del invierno. A la entrada del otofio del afio siguiente en forma visual se
monitoreo la plantacién, constatando que habia una supervivencia de un 100% y que los brinzales
habian doblado su altura inicial. No obstante, en la siguiente primavera se registré una mortalidad
total de las plantas. Es probable que este hecho se deba al temperamento que tiene la especie,
que tiende a desarrollarse en ambientes himedos, y que la humedad edéfica posterior al verano no
haya sido suficiente para la supervivencia de las plantas, antes de la llegada de las lluvias en
invierno.

En otro ensayo, realizado en su area de distribucion mas septentrional, se establecié una
plantacién a fines del invierno de 2016, considerando como tratamientos el uso de tubos
protectores y plantas a plena luminosidad. A mediados del verano del afio siguiente, también se
registr6 una mortalidad del 100% de las plantas establecidas a plena luminosidad, sin que ellas
pudieran siquiera desarrollar un crecimiento en biomasa radical y aérea. Las altas temperaturas
registradas, mas la prolongada sequia observada en esta zona, probablemente incidieron en que
las plantas estuvieran sometidas a un grado de estrés severo, impidiéndoles crecer y superar esta
condicion.

Si bien es cierto que la regeneracion por monte alto no esta exenta de dificultades, la
estrategia reproductiva que, hasta hoy, ha conducido a la sobrevivencia y resistencia de N.
alessandrii a una extincion, es de tipo vegetativa (San Martin et al., 2013). Es frecuente la
existencia de bosques de segundo crecimiento, probablemente en toda la poblacién de la especie,
originados de rebrotes de los tocones. Se ha observado la existencia de numerosos vastagos
correspondientes a un solo individuo, abarcando un diametro superior a los 2 m, y por ello se
podria hipotetizar que la especie tiene la capacidad de autoclonacion, regenerandose a partir de las
raices.

VARIACION CLINAL O ECOTIPICA

Conocer la variabilidad de una especie deberia ser el paso previo a la cosecha de
semillas para la produccion de plantas destinadas a la reforestaciéon y para la generacién de
eventuales programas de mejoramiento genético (Donoso, 1979). Una posible fuente de variacion
se debe a la plasticidad del fenotipo frente a un medioambiente variado, pudiendo ello ser una
consecuencia de la adaptacion genética de poblaciones de una especie a ambientes diferentes, lo
que se conoce como genecologia, lo que a su vez plantea los conceptos de ecotipo o raza
ecoldgica y de ecoclina.

Si la variacion genotipica es continua es tendra una ecoclina y si es discontinua ecotipos
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o razas ecoldgicas (Donoso, 1987). Es esperable que a través de una gradiente como la latitud o la
altitud se produzcan variaciones, ya sea del tipo clinal o ecotipica.

En Chile, hay especies que tienen una amplia distribucion geografica y en diferentes
condiciones climaticas, en donde destacan las del género Nothofagus. Asi, por ejemplo, se ha
podido determinar que las semillas y flores de Nothofagus obliqgua (Mirb.) Oerst. tienen una
variacion clinal en funcién de su distribucién latitudinal y altitudinal (Donoso, 1987).

La distribucion natural de N. alessandrii es geograficamente restringida y discontinua. Se
le encuentra sélo en sitios especificos en laderas con exposicién de umbria en la Cordillera de la
Costa de la Region del Maule de Chile. Las condiciones ambientales son relativamente
homogéneas, existiendo poca variacion en la precipitacion y en la temperatura media anual
(Santibafiez y Uribe, 1993). Las 314 ha reportadas por Santelices et al. (2012a) se distribuyen
desde los 35° 05’ S a los 35° 50’ S, es decir, en una franja de no mas de 100 km de extension
latitudinal y en altitudes que van desde los 100 msnm a los 412 msnm.

En este contexto, de un paisaje relativamente homogéneo desde el punto de vista
geogréfico y climatico, lo esperable seria no encontrar variaciones, ya sean ecotipicas o clinales,
en la distribucién de ruil. Sin embargo, en un estudio sobre la produccién de semillas de
Nothofagus nervosa (Phil.) Dim. et Mil. en un area de distribucién de esta especie en Argentina,
que es pequefia y comparable a la de ruil, se observaron diferencias importantes en el peso de las
semillas en funcién de su origen y de los afios de colecta. En aquellos afios de mayor produccion
las semillas fueron méas grandes y pesadas, observandose una variacién latitudinal del tipo clinal,
con semillas méas pesadas en la zona norte de distribucién (Marchelli y Gallo, 1999).

A pesar de distribuirse en un habitat relativamente homogéneo, se ha observado que la
procedencia mas meridional de N. alessandrii podria corresponder a un ecotipo diferente
(Santelices et al., 2009) y que las semillas de arboles ubicados en el fondo de quebradas, son mas
grandes y pesadas que las de aquellos en posiciones mas altas e iluminadas (San Martin et al.,
2013), probablemente debido a condiciones ambientales diferentes que favorecen la fructificacion y
semillacion.

En un estudio que tuvo como objetivo analizar y caracterizar algunos parametros
cualitativos y cuantitativos de las semillas de 5 procedencias representativas del area de
distribucion natural de N. alessandrii y su comportamiento en vivero, se mostré evidencia de que la
procedencia mas austral tiende a diferenciarse de las otras y, probablemente, corresponda a un
ecotipo diferente (Santelices et al., 2009).

Para ello, estos autores determinaron el tamafio, forma, peso y capacidad germinativa de
las semillas de las 5 procedencias analizadas. Ademas, cultivaron plantas en vivero y evaluaron su
desempefio mediante los atributos diametro y altura. Asi, Santelices et al. (2009) observaron que el
tamafio de las semillas es en general homogéneo y que solo se observan diferencias estadisticas
en la longitud de las dimeras y en el ancho de las trimeras; que el peso de 1.000 semillas y la
capacidad germinativa varié significativamente entre las procedencias; y que no se registraron
diferencias en el diametro de cuello de la raiz ni en la altura que alcanzaron las plantas después de
una temporada de cultivo (Cuadro N° 1).

También observaron los autores mencionados que el desarrollo de la germinacién fue
dispar entre las procedencias y que la velocidad de germinacién no siempre estuvo asociada a la
capacidad germinativa. Asi, por ejemplo, la pendiente de la curva de germinacion de las semillas
de la procedencia mas septentrional fue una de las mas suaves y con este origen geografico se
obtuvo la mayor capacidad germinativa. En cambio, en las semillas de la procedencia més
meridional, durante los diez primeros dias se observd una alta velocidad de germinacién, para
luego decrecer y cambiar muy paulatinamente. Por ello, estos autores concluyen que N. alessandrii
tiene un comportamiento diferente al de otras especies de su género, sin que se observe una
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variacién de tipo clinal, aunque la procedencia mas austral (El Corte en la Reserva Nacional Los
Ruiles), podria corresponder a un ecotipo diferente. Al no existir una evidencia de que existan
ecotipos diferentes, en la produccion de plantas es necesario respetar el origen geografico de la
semilla y asi evitar la contaminacién genética.

DIVERSIDAD GENETICA Y SUS IMPLICANCIAS EN LA CONSERVACION DE LA ESPECIE

La diversidad genética es el componente mas basico de la biodiversidad y corresponde a
las variaciones heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una poblacion y
entre las poblaciones dentro de una especie. Como componente esencial de la biodiversidad debe
contemplarse su conservacion y mantenimiento, en especial en aquellas especies amenazadas,
como es el caso de N. alessandrii.

Este conocimiento permite, entre otros aspectos, evaluar la capacidad de respuesta de
las poblaciones y especies ante los cambios ambientales y desarrollar estrategias de
aprovechamiento y conservacién de poblaciones, especies y recursos genéticos. Ademas, el
conocimiento de la diversidad genética permite orientar las técnicas de restauracion y recuperacion
de bosques degradados, y en general en las iniciativas de forestacién o reforestaciéon con especies
nativas.

No obstante, y a pesar de que N. alessandrii es una especie con serios problemas de
conservacion y altamente degradada y fragmentada, la documentacién reportada sobre estudios
genéticos es aun insuficiente. A lo anterior se suma la ocurrencia del gran incendio del afio 2017,
gue en la Regién del Maule consumié parte importante de los bosquetes remanentes de la especie
(Valencia et al., 2018).

Debido a lo anterior y desde el punto de vista de la diversidad genética y conservacion de
recursos genéticos de la especie, surgen algunas interrogantes como ¢, Cuales son los niveles de
diversidad genética de las poblaciones de la especie? ¢Qué tipo de manejo deberia implementarse
para mantener y/o aumentar dicha diversidad? ¢ Cuales poblaciones debieran ser priorizadas para
su conservacion? ¢Aquellas poblaciones que estan ubicadas en las cercanias de centros poblados
y centros de consumo, aquellas mas pequefias con presencia de alelos raros, o aquellas mas
grandes con mayor diversidad?

Estas interrogantes podrian ser respondidas si se cuenta con una adecuada descripcion
de la diversidad y estructura genética de las actuales poblaciones de ruil.

Es bien sabido que aquellas especies que poseen rangos de distribucién estrechos, tal
como N. alessandrii, poseen bajos niveles de diversidad genética (Hamrick et al., 1979), debido a la
fragmentacion del habitat. Sin embargo, se ha demostrado que algunas especies endémicas, con
un rango de distribucion restringido, pueden llegar a tener niveles de diversidad moderados a altos
(Gonzalez-Astorga y Castillo-Campos, 2004; Premoli et al., 2001).

En especies del género Nothofagus se han efectuado diversos trabajos tendientes a
determinar los niveles de diversidad genética con diferentes marcadores moleculares como
isoenzimas o marcadores de ADN (Acosta y Premoli, 2010; Gallo et al., 2006; Marchelli y Gallo,
2001; Mathiasen y Premoli, 2010; Mattioni et al., 2002; Premoli, 1997; Premoli et al., 2012; Vergara
et al., 2014). Sin embargo, para N. alessandrii s6lo se tienen las referencias de Pineda (1998),
Torres-Diaz et al. (2007) y Martin et al. (2010), cuyos resultados se resumen en el Cuadro N° 2 y
se comparan con los resultados obtenidos en especies con rangos de distribucion restringido como
N. alessandrii.
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Cuadro N° 2
INDICADORES DE DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION QENETICA DE N. alessandrii (ANTES DEL INCENDIO
DE 2017) Y OTRAS ESPECIES DEL MISMO GENERO CON DISTRIBUCION RESTRINGIDA

Especie Marcador Utilizado A He Fst Referencia
Isoenzima 2-4 -- 0,15 | Pineda (1998)
Nothofagus alessandrii Alozimas 1,8 0,18 *0,06 | Torres-Diaz et al. (2007)
Proteinas de reserva -- 0,12 -- | Martin et al. (2010)
Nothofagus nitida Alozimas 1,3 0,04 0,04 | Premoli (1997)
Nothofagus moorei Microsatelites 1,8 0,16 0,10 | Taylor et al. (2005)

A = nudmero de alelos por locus; He = heterocigocidad esperada; Fsr = diferenciacion genética
entre poblaciones. * = Estimado mediante parametro Dsr.

Desde el punto de la diversidad genética se puede sefialar que la de N. alessandrii es
alta (pardametro Hg); aunque se detecta una escasez de heterocigotos y ciertos niveles de
endogamia (Pineda, 1998; Torres-Diaz et al., 2007); y que el nimero de alelos por locus es similar
a lo reportado para otras especies del género Nothofagus. Por otra parte, la diferenciacién genética
entre poblaciones es baja (estimada mediante el pardmetro Dsr) (Torres-Diaz et al.,, 2007),
indicando que los fragmentos de la especie no estan diferenciados y que del total de diferencias
genéticas entre las poblaciones analizadas, sélo el 6% es imputable a diferencias entre
poblaciones.

No obstante, Pineda (1998) sugiere que existen al menos dos poblaciones
genéticamente diferentes, lo que corrobora la necesidad de extender y consensuar los estudios en
esta materia. Sin embargo, dada la falta de conectividad entre los fragmentos y la baja de
heterocigotos, es esperable que las poblaciones si estén diferenciadas.

Si bien los resultados anteriores podrian entregar una contribucion preliminar a los
programas de conservacion de N. alessandrii, estos deben ser interpretados con cautela debido a
que en ambos estudios con la especie se utilizé una baja densidad de marcadores moleculares y
un bajo nimero de loci e individuos. Por ello se deberia profundizar en el uso de técnicas méas
modernas (i.e., microsatelites, SNPs, entre otros) y considerar ademéas abarcar una mayor
representatividad del rango de distribucion de la especie.

Teniendo un mayor conocimiento de la diversidad y estructura genética de las diferentes
poblaciones de N. alessandrii se podrian disefiar programas de conservacion y restauracion
especificos para la especie. Para que una poblacion sea exitosa en el largo plazo es necesario que
los arboles del lugar presenten suficiente diversidad genética para hacer frente a las condiciones
del cambio climético.

En el caso de ruil, y antes de la ocurrencia de los incendios del afio 2017, los reportes
sobre esta materia indican que esto parece ser posible; sin embargo, los reales efectos de los
incendios sobre la diversidad de la especie son aun desconocidos. Por otra parte, y a la hora de
restaurar o recuperar un area, y dado que los individuos de un sitio en particular presentan
adaptacion a las condiciones locales donde habitan (especialmente en especies con un rango de
distribucion restringido como N. alessandrii), es necesario repoblar con organismos procedentes de
la misma localidad cuando esto sea posible; no obstante, en situaciones extremas en las cuales se
ha perdido gran parte o la totalidad de los individuos de una poblacion, se debe ser mas flexible y
pensar en la alternativa de trasferencia de material de otras zonas (Broadhurst y Boshier, 2014).

Si lo anterior es posible, seria interesante implementar experimentos de trasplante
reciproco para evaluar el fitness de poblaciones locales e introducidas en los distintos sitios de
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origen geogréafico, junto con ensayos que imiten la regeneracion natural mediante el
establecimiento de plantas a altas densidades para promover la competencia.

Actualmente se desconoce si, producto de los incendios, el numero de individuos
reproductivos que contribuye con descendencia a la siguiente generacion (parametro Ne)
disminuy6 fuertemente o se mantuvo igual. Santelices et al. (2018) plantean una serie de
actividades orientadas a reducir la pérdida de diversidad genética y contribuir a aumentar el Ne.
Dentro de estas destaca la posibilidad de estudiar el flujo génico y la transferencia de polen entre
los distintos fragmentos. N. alessandrii es una especie con polinizacién anemdfila y el estudio de
Torres-Diaz et al. (2007) sefiala que hay un flujo polinico muy bajo entre fragmentos de la especie
(pardmetro N, < 1).

Dado que la especie estd altamente fragmentada es esperable que el nivel de
fragmentacion disminuya el flujo génico y, si esto es asi, los efectos deletéreos a largo plazo
pueden traer graves consecuencias para la diversidad de la especie. Aunque se asume que el
sistema de compatibilidad reproductiva de la especie es similar a sus parientes mas cercanos, este
no es bien conocido y esta tarea también resulta fundamental a la hora de definir estrategias de
conservacion para la especie.

Finalmente, y si bien se necesitan menos de 400 individuos reproductivos para proveer
abundante semilla (Broadhurst y Boshier, 2014), en el caso de N. alessandrii, esto puede resultar
complejo en el largo plazo. Las diversas campafias de colecta de semilla, junto con el efecto
negativo de los incendios (i.e., quema de arboles madre), indican una baja sostenida en la
produccion de semilla de la especie y justifican la sugerencia de Santelices et al. (2018) de evaluar
el efecto de inductores de la floracion a base de reguladores de crecimiento.

CONSIDERACIONES PARA EL ABASTECIMIENTO DE SEMILLAS

A la luz de los estudios genéticos publicados sobre la especie, no es posible todavia
asegurar si en su distribucion natural se encuentran una o dos poblaciones de N. alessandrii.
Eventualmente, la distribucién mas meridional podria ser una poblacion diferente a las de mas al
norte. Por otra parte, en la produccion de plantas en vivero se ha observado una baja viabilidad de
las semillas, incluso menor a un 10%, y también es frecuente observar la generacion de plantas
enanas, que solo se mantienen vivas gracias a las condiciones favorables propias del cultivo en
vivero (en condiciones naturales no debieran sobrevivir). Estos dos hechos podrian ser indicadores
de que la especie estéa sujeta a endogamia.

La depresion endogamica se expresa en una menor produccion de semilla, un peso
menor en la semilla, o viabilidad reducida del polen. Adicionalmente se observa una disminucién en
la resistencia a los factores de estrés, como enfermedades y temperaturas extremas. En
consecuencia, es necesario profundizar en este tipo de estudios con técnicas mas modernas que
permitan discriminar las eventuales poblaciones de la especie y su diversidad genética.

Por otra parte, con informacion limitada sobre la extension y escala de la variacion
adaptativa en arboles nativos, la discusion sobre fuentes de semillas adecuadas a menudo enfatiza
lo "local" en un sentido muy estrecho o dentro de limites politicos, en lugar de basarse en pruebas
sélidas de la escala sobre la cual ocurre la adaptacion (Broadhurst y Boshier, 2014). En
consecuencia, conociendo la estructura genética de las eventuales diferentes poblaciones de N.
alessandrii se podrian disefiar programas de conservacion especificos.

La introduccién de una especie a menudo es producto de una cosecha limitada sobre un
cierto nimero de poblaciones base y se acompafia inevitablemente de una reduccion de la
diversidad total de la especie en su area natural. Vander Mijnsbrugge et al. (2010) sefialan que es
necesario conocer la diversidad genética del material a introducir para evitar problemas como mala
adaptaciéon a condiciones locales y un bajo fitness, hibridacion intraespecifica y la resultante
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depresion por endogamia, y superioridad de los genotipos introducidos por sobre los locales, hasta
convertirse en invasores del area.

En este contexto, la tendencia es sugerir que se trabaje solo con semillas locales, pero
¢Jqué se entiende por semillas locales? Broadhurst y Boshier (2014) plantean las siguientes
interrogantes ¢Que sean del mismo bosque, de la misma cuenca hidrografica, de la misma
provincia, o del mismo pais? ¢Qué es mas importante, la distancia ecoldgica o la geografica?
Montalvo y Ellstrand (2000) sostienen que el éxito a largo plazo de poblaciones restauradas puede
verse expuesto a riesgos debido al origen del material vegetal si este no corresponde
adecuadamente a su nuevo ambiente. Por ello, estos autores hipotetizan que las ventajas del sitio
predicen que el éxito relativo de poblaciones introducidas decrecera al incrementarse su distancia
genética y ambiental de la poblacién nativa local.

El requisito de utilizar semillas recolectadas localmente ha tenido tal prioridad que los
proyectos de restauraciéon se han abandonado ocasionalmente debido a la falta de fuentes de
semillas locales apropiadas (Wilkinson, 2001). Considerando que en el verano de 2017 se quemo
casi un 55% de los bosquetes remanentes de ruil, y que solo algunos bosquetes de las comunas
de Curepto (méas septentrional) y de Chanco (mas meridional), no fueron afectados por los
incendios, debe priorizarse la conservacion de este recurso genético.

Gracias a la resiliencia que tiene este ecosistema, la especie se ha mantenido a lo largo
del tiempo por su capacidad para rebrotar y es lo que hoy esta sucediendo. No obstante, en un
escenario de cambio climético deberia evaluarse en el tiempo la viabilidad de esta recuperacion y
programar la restauracion activa del sistema con una fuente apropiada de semillas. Asi, por
ejemplo, aquellos bosquetes afectados por el fuego ubicados al norte del rio Maule, podrian ser
restaurados con semillas de las localidades de Agua Buena, Coipué, Lo Ramirez, y Macal. En
cambio, en todos aquellos bosquetes localizados en la comuna de Empedrado deberia
considerarse el uso de semilla de los escasos arboles que no fueron mayormente afectados por el
fuego.

Sin embargo, si la produccion de semilla es muy precaria, se deberia analizar, desde el
punto de vista genético, la alternativa de trasferencia de semilla de otras zonas. No obstante, ante
la escasez de semillas también deberia pensarse en la produccién de plantas mediante
propagacion vegetativa por estacas (Santelices, 2005; Santelices y Garcia, 2003).

En resumen, mientras no se cuente con una solida informacion sobre la diversidad genética
de la especie, se deberia siempre utilizar semilla local.
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