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SUMMARY

Nothofagus nitida is an evergreen tree species considered endemic to the humid forests of Southern Chile. In this study, we inform the
finding of N. nitida individuals on the eastern slopes of the Andes in Argentina, expanding its potential geographic distribution range,
restricted until now to humid areas west of the Andean range, in Chile. New localities correspond to the south outlet of Menéndez
Lake on riverbanks of Rio Alerce and Rio del Paso Viejo, in Los Alerces National Park, Chubut Province, Argentina. Samples of
fresh leaves were collected from five individuals that were considered as putative N. nitida, based on leaf and bark morphology. We
performed automated sequencing of the ITS nuclear DNA region, which was previously used to identify different species of subgenus
Nothofagus. Four of the obtained DNA sequences corresponded to N. nitida. In addition, we carried out a species distribution model
that showed other potential areas of occurrence in Argentina. This finding merits the exploring efforts in other localities at the East of
the Andean Range, using as guidance the potential distribution maps in order to determine its current distribution and genetic markers
to confirm its presence.
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RESUMEN

Nothofagus nitida es una especie arborea siempreverde considerada endémica de los bosques humedos del sur de Chile. En este
estudio, se informa el hallazgo de individuos de N. nitida al este de Los Andes en Argentina, amplidndose su area de distribucion
geografica potencial, hasta ahora documentada solo para zonas hiimedas al oeste de la Cordillera de Los Andes, en Chile. Las nuevas
localidades corresponden al Brazo Sur del Lago Menéndez a orillas de los rios Alerce y del Paso Viejo, en el Parque Nacional Los
Alerces, Provincia de Chubut, Argentina. Se tomaron muestras de follaje fresco de cinco individuos que fueron considerados N. nitida
putativos a base de la morfologia foliar y corteza. Se extrajo ADN, se amplifico mediante PCR y se secuenci6 de manera automatica la
region ITS del ADN nuclear que permite identificar las distintas especies del subgénero Nothofagus. Las secuencias de ADN obtenidas
de cuatro individuos correspondieron de manera inequivoca a N. nitida. Por otro lado, se realizd un modelado de la distribucion
de la especie que mostrd otras areas potenciales de ocurrencia en Argentina. Este hallazgo amerita la realizacion de esfuerzos para
su busqueda en otras localidades al este de Los Andes, utilizando como herramienta los mapas de distribucion potencial a fin de
determinar su distribucion y utilizar marcadores genéticos para confirmar su presencia.

Palabras clave: Argentina, Chile, coihue de Chiloé, modelos de distribucion potencial de especies, Nothofagus nitida, secuencias
ADNITS.

INTRODUCCION les de Argentina y Chile (Hill y Read 1991, Veblen et al.
1996). Dos de estas especies son deciduas o de hoja cadu-

El subgénero Nothofagus consiste de cinco especies cay son conocidas cominmente como fiire (N. antarctica
lefiosas que solo habitan los Bosques Templados Austra-  (G. Forst.) Oerst.), y lenga (N. pumilio (Poepp. et Endl.)

467



BOSQUE 38(3): 467-477, 2017
Primeros registros de N. nitida en Argentina

Krasser); mientras que las otras tres son siempreverdes:
coihue (N. dombeyi (Mirb.) Oerst.), coihue de Magallanes
o guindo (N. betuloides (Mirb.) Oerst.), y coihue de Chi-
loé (N. nitida (Phil.) Krasser). Excepto N. nitida todas las
especies poseen relativamente amplios rangos latitudinales
de distribucion. Nothofagus nitida crece principalmente en
condiciones de clima oceanico templado htimedo, ocupan-
do los cinturones de alta precipitacion en bosques de baja
a mediana altitud (entre los 500 y 800 m s.n.m.). De las
tres especies siempreverdes, N. nitida es la que presenta
el rango de distribucién mas restringido principalmente en
la Cordillera de la Costa y el archipi¢lago de Chiloé y en
la Cordillera de Los Andes, desde los 39°45’ a los 48°30’S
(Veblen ef al. 1996, Rodriguez y Quezada 2003, Donoso et
al. 2004, Donoso y Escobar 2006). Hasta la fecha N. nitida
ha sido documentada solo en Chile entre las provincias de
Valdivia (entre los lagos Ranco y Puyehue) y Ultima Espe-
ranza, en la Cordillera de Los Andes, y en la Cordillera de
la Costa desde el sur del rio Valdivia hasta el sector costero
continental (Peninsula de Taitao). En la Depresion Central
se encuentra en las areas de fiadis al norte del seno de Re-
loncavi, y en las areas planas humedas de Chiloé¢ (Donoso
et al. 2004), siempre al oeste de la Cordillera de Los Andes.

Nothofagus nitida es un arbol de gran tamafio que puede
alcanzar hasta 35 m de alturay 2 m de didmetro (Rodriguez y
Quezada 2003). Se distingue de las otras especies de Notho-
fagus siempreverdes en cuanto a su morfologia: su corteza
es gris oscura y mas lisa que N. dombeyi y N. betuloides;
sus hojas son coriaceas y de mayor tamafio, mas oscuras,
mas brillantes y tienen forma trapezoidal-romboidal (Pre-
moli 1996b). Sin embargo, N. dombeyi presenta una amplia
variabilidad fenotipica foliar a lo largo de su rango de distri-
bucion geografica, desde hojas casi redondeadas (similares
a N. betuloides) hasta hojas trapezoidales-romboidales (tipo
punta de flecha) similares a N. nitida (Premoli 1996b), lo
que en varias ocasiones hace dificil la identificacion de las
especies basandose solo en la morfologia foliar. Las flores
masculinas se disponen de a tres sobre un pedunculo comun
y las flores femeninas pueden ser tres a cinco por ctpula, a
diferencia de N. dombeyi y N. betuloides que solo poseen
tres ubicadas en una cupula de cuatro valvas. Los miembros
del subgénero Nothofagus, incluida N. nitida, son monoicos
y comparten la dispersion del polen anemdfila y una disper-
sion limitada de las semillas que ocurre en la cercania del
arbol semillero (Veblen ez al. 1996). El fruto consiste en
una cupula que contiene tres nueces de 1-2 mm de largo, la
central bialada y las laterales trialadas, bastante pequenas
de color café intenso (Rodriguez y Quezada 2003, Donoso
y Escobar 2006). Debido a su distribucion relativamente
restringida, N. nitida posee una escasa variacion intraespe-
cifica, principalmente por las condiciones climaticas en que
se encuentra (Piper et al. 2007).

La morfologia foliar ha sido utilizada extensamente en
Nothofagus spp. a fin de describir las especies actuales y
extintas y para investigar las relaciones evolutivas entre
los distintos taxones. Las tres especies siempreverdes del
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género Nothofagus han sido consideradas cercanamente
emparentadas (Premoli 1996a, Acosta y Premoli 2010). El
hecho de que compartan el mismo nombre comun “coi-
hue o coigiie”, refleja su elevada similitud morfoldgica, lo
que dificulta poder discernir entre ellas cuando ocurren en
simpatria en bosques mixtos (Donoso et al. 2004). Por este
motivo, es necesario recurrir a otro tipo de informacion
para poder identificar certeramente a las especies. Tal es el
caso de los marcadores moleculares los cuales se basan en
el estudio de las caracteristicas genéticas de los individuos,
que son conservadas dentro de una misma especie. Se han
realizado numerosos estudios con marcadores moleculares
para resolver las relaciones evolutivas entre las especies
del género Nothofagus (por ejemplo, Manos 1997). En
particular, un estudio filogenético realizado con las espe-
cies pertenecientes a este subgénero utilizando marcado-
res moleculares del ADN nuclear (espaciador intergénico
transcripto, ITS) permitio elucidar que N. pumilio divergid
primeramente del resto, siendo N. antarctica la especie
hermana del clado monofilético que contiene a las especies
siempreverdes (N. dombeyi, N. nitida y N. betuloides), den-
tro del cual N. nitida habria divergido mas tempranamente
(Premoli 1996a, Acosta y Premoli 2010). Estas relaciones
filogenéticas fueron determinadas mediante secuencias de
ADN de la region nuclear ITS que se puede considerar un
caracter diagnostico ya que permite identificar a las distin-
tas especies del subgénero (Acosta y Premoli 2010). Estu-
dios genético-poblacionales de las tres especies siempre-
verdes de Nothofagus, mostraron una asociacion positiva
entre el rango y el grado de variacion genética siendo me-
nor la diversidad génica en la relativamente rango-restrin-
gida N. nitida (Premoli 1994, 1997, Premoli et al. 2012a).
La presencia de N. nitida sobre las laderas orientales
de la Cordillera de Los Andes (Argentina) no ha sido do-
cumentada hasta la fecha. Sin embargo, en el sur de Ar-
gentina existen areas con condiciones edaficas y climaticas
semejantes a las que la especie se desarrolla en Chile. Por
lo tanto, se podria pensar que N. nitida podria estar pre-
sente al este de Los Andes en areas donde las condiciones
ambientales son propicias para su crecimiento. Se llevo a
cabo un estudio genético para confirmar la presencia de
N. nitida al este de Los Andes y de esa manera descartar
la posibilidad que individuos de morfologia foliar y arqui-
tectura dudosa no fuera resultado de la plasticidad fenoti-
pica de N. dombeyi creciendo en ambientes diferentes, o
pertenecientes a distintos rodales o edades. En el presente
estudio se informa el hallazgo de los primeros registros de
Nothofagus nitida en Argentina, se estima su area de dis-
tribucién geografica potencial, y se discute la posibilidad
de encontrar individuos de esta especie en otras areas con
similares condiciones climaticas al este de Los Andes.

METODOS

Sitio de estudio y prospecciones. En dos instancias, en los
meses de marzo y abril de 2016, se realizaron salidas de



prospeccion biologica a diferentes sitios del fondo del Bra-
zo Sur del lago Menéndez, al oeste del Parque Nacional
Los Alerces, provincia de Chubut, Argentina (figura 1A).
Durante la primera expedicion, se observaron ejemplares
aislados de Nothofagus spp. siempreverdes cuyo aspecto
no coincidia con ninguna de las especies documentadas
para Argentina (figura 1B y D); también llam¢ la atencion
la vegetacion en las laderas ubicadas al norte del Brazo
Sur (figura 1C), que mostraban cambios de coloracion del
bosque entre pisos altitudinales, con una mas clara debajo
(perilacustre, presumiblemente correspondiente a N. dom-
beyi) y otra mas oscura sobre la anterior, aparentemente de
otro Nothofagus sp. siempreverde. Debido a que las expe-
diciones se realizaron en otofio, se descart6 la posibilidad
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de que estos ultimos fueran especies de hoja caduca (lenga
o fiire); en sitios cercanos se observod que las mismas pre-
sentaban signos de senescencia foliar con hojas color rojo,
anaranjado y amarillo. En cambio, por las caracteristicas
morfologicas observadas a nivel de individuo y de hoja,
se hipotetizé que dichos individuos podian corresponder
a la especie V. nitida. Para probar esta premisa, se colectd
material foliar (una porcion terminal de una rama) de uno
de los ejemplares de identidad desconocida ubicado en la
desembocadura del rio Alerce (MEN1) (figura 1B). Pos-
teriormente, con el objeto de colectar material de nuevos
ejemplares putativamente pertenecientes a la especie N.
nitida, a base de caracteristicas observables de arquitec-
tura y fisonomia, se recorrieron a pie unos 20 km en total,

Lo Menéndez

PN los
Alerces

Figura 1. (A) Ubicacion de los sitios de colecta a lo largo del margen del rio Alerce en el Brazo Sur del lago Menéndez, Parque Nacio-
nal Los Alerces, Chubut, Argentina. (B) Fotografia de la rama de uno de los ejemplares colectados de N. nitida putativos, superpuesta
se encuentra una rama de coihue comtn (N. dombeyi) para resaltar las diferencias en la morfologia de las hojas y la coloracion de las
mismas. (C) Fotografia del paisaje donde se observa la franja oscura correspondiente -posiblemente- a los individuos de N. nitida, la
franja mas clara correspondiente a N. dombeyi, y la franja superior de colores rojizos correspondiente a N. pumilio. (D) Detalle del
follaje de un coihue de Chiloé del sitio “Ultimo Campamento” (fotos: F. Vidoz).

(A) Location of sampling sites on river banks of Alerce river at the south outlet of Menéndez lake, Los Alerces National Park, Chubut,
Argentina. (B) Photograph of a branch of one of the sampled individuals of putative N. nitida overlaying a branch of ‘coihue’ (N. dombeyi) to remark
the differences in leaf morphology and coloration. (C) Photograph of the landscape, where the dark green strip possibly corresponds to N. nitida indivi-
duals, the clearest corresponds to N. dombeyi and the upper reddish one to N. pumilio. (D) Detail of the foliage of ‘coihue de Chiloé” at the site “Ultimo
Campamento” (Photos: F. Vidoz).
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desde la desembocadura del rio Alerce, hasta el denomina-
do Paso Alerce, transitando en general fuera de sendas por
el cauce y las orillas del rio (figura 1A, cuadro 1).

En el area prospectada, los ejemplares identificados
como N. nitida putativos fueron hallados en la orilla norte
del rio Alerce y del rio del Paso Viejo (afluente del prime-
ro). No se hallaron ejemplares en sitios expuestos, donde
prosperan coihues (N. dombeyi). Las muestras se tomaron
de cinco ejemplares de individuos ubicados hacia las me-
nores altitudes ocupadas por un bosque (no visitado por ser
inaccesible) cuya coloracion a la distancia diferia de la de
los individuos de N. dombeyi. Estos arboles presentaban
hojas mas oscuras y brillantes y se ubicaban sobre la ladera
norte de la boca del rio Alerce, sobre el lago Menéndez,
entre los 750 y 900 m s.n.m. (figura 1C).

Descripcion de los ambientes. La orilla norte del rio Aler-
ce y del rio del Paso Viejo, corresponden a un ambiente
extremadamente humedo y sombrio (al sur-este de grandes
macizos rocosos de la Cordillera de Los Andes). El area
del Parque Nacional Los Alerces presenta microclimas
de bolsones calidos como consecuencia de la exposicion
y altitud, que varia entre 520 m s.n.m. en los lagos Futa-
laufquen y Menéndez, y alrededor de 2.000 m s.n.m. en
algunos picos montaiiosos. Las precipitaciones se presen-
tan segin un marcado gradiente Oeste-Este, con valores
anuales entre 800-900 mm en el Este y mas de 3.000 mm
hacia el Oeste (Monjeau ef al. 2006). En el area de estudio,
la precipitacion y la temperatura media de la estacion de
crecimiento son de 230 mm y 12.5 °C, respectivamente,
segun los datos extraidos de Worldclim (Hijmans et al.
2005) a partir de las coordenadas geograficas de los pun-
tos de muestreo. La matriz general del bosque estd com-
puesta por un primer estrato (emergente) dominado por N.
dombeyi, un segundo estrato de Laureliopsis philippiana
(Looser) Schodde (laurel), Saxegothaea conspicua Lindl.
(mafio hembra), y un tercer estrato suprimido compuesto
principalmente por grandes ejemplares de Myrceugenia
chrysocarpa (O. Berg) Kausel (luma blanca) de 5-6 m de

altura. En algunos sectores dominan gigantescos alerces,
Fitzroya cupressoides 1. M. Johnst de hasta 40 metros de
altura. El sotobosque estd compuesto principalmente por
Chusquea culeou E. Desv. (cafia colihue) que se encon-
traba casi en su totalidad seca, Lomatia ferruginea (Cav.)
R.Br. (fuinque), Fuchsia magellanica Lam. (chilco), Aza-
ra lanceolata Hook.f. (corcolén) y Desfontainia spino-
sa Ruiz et Pav. (taique); la liana Hydrangea serratifolia
F.Phil (pahueldin), la enredadera Campsidium valdivia-
num (Phil.) Skottsb. (pilpilvoqui) y Asteranthera ovata
Baill. (estrellita), cubren casi enteramente el suelo y los
fustes arboreos, junto a un cojin de musgos y helechos
del género Hymenophyllum Sm. (principalmente H. pec-
tinatum Nees y Blume, H. fortuosum Hook.y Grev. y H.
peltatum (Poir.) Desv.). En el sitio Ultimo Campamento
(figura 1A) situado a 650 m s.n.m., el dosel estd compuesto
por un estrato de individuos de Nothofagus siemprever-
des, cuya identidad queremos determinar en este estudio,
con un segundo estrato de laurel y Podocarpus nubigenus
Lindl. (mafiio macho - algunos de gran diametro), y un
tercero de la mencionada luma blanca. El sotobosque esta
compuesto por ejemplares de cafla seca y renovales de lau-
rel, ademas de las lianas, enredaderas, musgos y helechos
anteriormente mencionados.

Andalisis de ADN. Se colectaron muestras de aproximada-
mente 20 cm de largo de la porcion terminal de ramas co-
rrespondientes a cinco ejemplares de pequeio porte (apro-
ximadamente 5 m), a los cudles se pudo tener acceso (la
mayoria de los arboles se encontraban inaccesibles dada
la densidad del sotobosque de cafa y la irregularidad del
terreno). Estos individuos de N. nitida putativos fueron
hallados bajo la sombra de otros coihues, y otras especies
en ambientes riberefios sobre la orilla norte del rio Alerce
(MENT1) y la orilla orientada al sur de su afluente, el rio
del Paso Viejo (MEN2-MENS) (cuadro 1). Para identificar
los ejemplares colectados de Nothofagus sp. se utilizaron
secuencias de ADN del espaciador intergénico transcripto,
ITS. Este marcador genético corresponde a una region del

Cuadro 1. Coordenadas geograficas de los sitios de colecta de las muestras de Nothofagus sp. en el Parque Nacional Los Alerces,

Chubut, Argentina.

Geographic coordinates of the sampling sites of Nothofagus sp in Los Alerces National Park, Chubut, Argentina.

ID Latitud (S) Longitud (O) (nél;[l;ui) Sitio de colectat
MENI1  42°44°34,35” 72°00’50,31” 544 Rio Alerce, brazo sur del lago Menéndez
MEN2 42°44°57,23”  72°02°46,99” 562 Arroyo 30 de Marzo, rio del Paso Viejo, brazo sur del lago Menéndez
MEN3  42°43°53,7” 72°04° 52,5 585 Margen norte del rio del Paso Viejo, brazo sur del lago Menéndez
MEN4  42°44°51,52”  72°01°59,68” 554 Margen norte del rio del Paso Viejo, brazo sur del lago Menéndez
MENS  42°44° 48,45  72°03° 14,317 580 Margen norte del rio del Paso Viejo, brazo sur del lago Menéndez

FTodos los individuos fueron identificados a campo y colectados por F. Vidoz.
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ADN nuclear que fue utilizado en estudios previos para
resolver las relaciones filogenéticas de las especies del
subgénero Nothofagus (Acosta y Premoli 2010), y ha de-
mostrado ser util ya que las especies puras poseen secuen-
cias diagnosticas que permiten identificarlas (figura 2). La
extraccion y amplificacion de ADN por PCR se realizo
siguiendo los protocolos descriptos en Acosta y Premoli
(2010). Los productos amplificados fueron enviados para
su secuenciacion a Macrogen (Setl, Corea). Las secuen-
cias de ADN obtenidas fueron alineadas y comparadas con
secuencias conocidas de las cinco especies del subgénero
Nothofagus (las tres especies siempreverdes N. betuloides,
N. dombeyi y N. nitida; y las dos especies de hojas deci-
duas N. antarctica y N. pumilio) publicadas anteriormente
(Acostay Premoli 2010). Para establecer las relaciones en-
tre las secuencias analizadas se utiliz6 el método de agru-
pamiento del vecino mas proéximo o “Neighbor-Joining” el
cual construye un arbol filogenético a base de la distancia
entre los pares de secuencias. Luego de generar el arbol
se verifico el soporte de las ramas (clados) que contienen
a los individuos N. nitida putativos mediante un analisis
de remuestreo al azar con reposicion (bootstrap) de 500
réplicas. Este método estadistico permite evaluar el nivel
de confianza del agrupamiento obtenido en el arbol filoge-
nético. Ademads, se estimaron las distancias genéticas (p-
distance) entre las secuencias de los cinco ejemplares de
Nothofagus sp. colectados en este estudio y las secuencias
conocidas de las cinco especies del subgénero Nothofagus.
Todos los analisis fueron realizados utilizando el programa
MEGAG6 (Tamura et al. 2013).
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Modelo de distribucion potencial. A fin de modelar la
distribucion potencial de la especie y su posible localiza-
cion al este de Los Andes, se recopild informacion sobre
la presencia de la especie a partir de distintas fuentes de
informacién. Se utilizaron como datos de presencia distin-
tos puntos con coordenadas de GPS de poblaciones de V.
nitida que fueron objeto de estudios genéticos previos de
la especie en Chile (Premoli 1996a, 1997, Acosta y Pre-
moli 2010, Premoli et al. 2012b, Acosta et al. 2014), infor-
macién de puntos de ocurrencia de la especie obtenida de
la Plataforma Mundial de Informacién en Biodiversidad
(GBIF 2016), y datos de presencia proporcionados por el
Herbario de la Universidad de Concepcion (Chile) totali-
zando 140 puntos. Para extraer las condiciones climaticas
actuales donde habita N. nitida se utilizaron 19 variables
bioclimaticas obtenidos de la base de datos WorldClim
version | (Hijmans et al. 2005) con una resolucion espa-
cial de 30 seg. Estos datos son derivados de promedios
mensuales de temperatura y precipitacion representativos
de las dimensiones climaticas relevantes para la determi-
nacion de la distribucion de especies (Hijmans et al. 2005).
Para reducir la autocorrelacion espacial entre los puntos
de muestreo, aquellos puntos ubicados a menos de 1 min
de latitud fueron removidos del analisis. Se utilizo6 el pro-
grama MAXENT (Phillips et al. 2006) incluyendo las 19
variables bioclimaticas y se seleccionaron las cuatro varia-
bles que mejor predicen la distribucion potencial. Luego
se corrid el programa incluyendo las variables de mayor
relevancia, utilizando el 25 % de los puntos para entrenar
el modelo, el valor del umbral de convergencia por defec-

N. pumilio ’ .‘.
[
86 . ¥%e
— N. antarctica PeJe
0.99 ., b
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19 y 45,
0.98 N. nitida @ PAUTY:
\ \"b A
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1.00 “,"’m 2cm
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Figura 2. Relaciones filogenéticas de las cinco especies del subgénero Nothofagus basada en secuencias de ADN nuclear (ITS). A
modo ilustrativo se incluye la morfologia foliar y caracteristicas de las semillas. Los nimeros indican el soporte de las ramas del ana-
lisis de maxima parsimonia (superior) e inferencia Bayesiana (inferior) (extraido de Premoli et al. 2012a).

Phylogenetic relationships of the five species of subgenus Nothofagus based on nuclear DNA sequences (ITS). Leaf morphology and seed
characteristics are included. The numbers indicate branch support of the maximum parsimony (above) and Bayesian inference (below) analyses (ex-

tracted from Premoli et al. 2012a).
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to (107) y 500 iteraciones. Con los resultados obtenidos
a base de las variables climaticas y utilizando el progra-
ma QGIS (QGIS Development Team 2016) se elabord un
mapa de la distribuciéon potencial asumiendo que la espe-
cie se encuentra en equilibrio con el clima, el que a su vez
es el determinante de la distribucion de N. nitida.

RESULTADOS

El analisis de las secuencias alineadas de ADN de la
region ITS mostraron que cuatro (MEN1, MEN3, MEN4
y MENS) de los cinco individuos analizados corresponden
a la especie M. nitida, y el quinto individuo (MEN2) com-
partia la misma secuencia de ADN con N. dombeyi y N.
betuloides (cuadro 2). Ademas, el analisis de agrupamien-
to de Neighbor-Joining de las secuencias de ADN mostrd
que estos cuatro individuos forman un clado monofilético
juntamente con el individuo de N. nitida analizado pre-
viamente y que fue utilizado en términos de referencia.
El quinto individuo N. nitida putativo fue incluido en el
clado conformado por los individuos de N. dombeyi y N.
betuloides (figura 3). De la misma manera, al comparar las
distancias genéticas entre las secuencias de ADN de la re-
gion ITS de estos cuatro individuos y las correspondientes
secuencias de las cinco especies del subgénero Nothofagus
analizadas previamente, se encontraron valores nulos con
N. nitida, intermedios con las otras dos especies siempre-
verdes y mayores cuando la comparacion se realizo con las
dos especies deciduas. Para el individuo MEN2, en cam-

bio, la menor distancia genética se observé con N. dombeyi
y N. betuloides (cuadro 3).

Las cuatro variables climaticas con mayor peso para
predecir la distribucion potencial de N. nitida estuvieron
relacionadas con la precipitacion. Estas fueron: la preci-
pitacién media anual, la precipitacion del mes mas seco,
la precipitacion del cuartil mas seco, y la precipitacion
del cuartil mas frio. El modelo de distribucion potencial
(figura 4A) realizado para N. nitida mostr6 la existencia
de areas potenciales ubicadas en Argentina en las cuales
podria encontrarse la especie. El area de mayor extension
coincidio6 con los puntos de muestreo donde fueron encon-
trados los individuos identificados como N. nitida en este
estudio (figura 4B).

DISCUSION

Este estudio reporta por primera vez la presencia de in-
dividuos de Nothofagus nitida en Argentina, la que hasta
ahora era considerada especie endémica de Chile (Rodri-
guez y Quezada 2003, Donoso et al. 2004, Donoso y Esco-
bar 2006). Los resultados obtenidos mediante el analisis de
las secuencias de ADN permitieron distinguir inequivoca-
mente como N. nitida a cuatro de los cinco individuos co-
lectados al este de Los Andes, siendo este el primer registro
de la presencia de la especie en Argentina. Sin embargo, el
individuo MEN2 que fue colectado como N. nitida putativo
por sus caracteristicas morfoldgicas, fue agrupado con N.
dombeyi y N. betuloides por el analisis genético. El uso de

Cuadro 2. Sitios variables y nimero de acceso de GenBank de las secuencias de ADN de la region ITS alineadas para las especies
de Nothofagus y los individuos de N. nitida putativos colectados en el Brazo Sur del lago Menéndez, Parque Nacional Los Alerces,

Chubut, Argentina.

Variable sites and GenBank accession numbers of aligned DNA sequences of the ITS region for Nothofagus species and sampled
individuals of putative N. nitida in Los Alerces National Park, Chubut, Argentina.

Sitios polimoérficos

No. de acceso

Especie de GenBank o o T o 0 —~ ¥ O © © T ® O A A = 0 O F N
E8%8 T D322 EEeEgEEEERD

N. pumilio GQ863231 T T T T C - A - GTTGAGCTAAGT CT *
N. antarctica GQ863233 c T C C T - T - ATTAAGTTCCGTCZCC -
N. betuloides GQ863244 TccTT (G, T CACAGGTTT CCGT CTC -
N. dombeyi GQ863234 T ¢CcTT (G, T CACAGGTTT CCGT¢ CTC -
N. nitida GQ863240 T T C T T - T - ATAGGTTTZ CGTCT C -
MENI1 KX620857 T T C T T - T - ATAGGTTTT CGT CT C -
MEN2 KX620858 TccTT (G, T CACAGGTTT CCGT CTC -
MEN3 KX620859 T T C T T - T - ATAGGTTTZ CGT CT C -
MEN4 KX620860 T T CT T - T - ATAGGTTTZ CGTCT C -
MENS KX620861 T T C T T - T - ATAGGTTTZ CGT CT C -

* Insercion de 5 pb (“GCATT”) en N. pumilio.
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MEN1
MEN3
MEN4
0.63 | MENS5
N. nitida
0,89
N. betuloides
0,94
N. dombeyi
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N. antarctica
N. pumilio
0.001

Figura 3. Arbol de agrupamiento (Neighbor-Joining) de los individuos N. nitida putativos y las especies puras del subgénero Notho-
Jfagus basado en los sitios variables de la region ITS del ADN nuclear. Los nimeros indican el soporte de las ramas que contienen las
secuencias de los individuos analizados del Parque Nacional Los Alerces, Chubut, Argentina.

Neighbor-Joining tree of the putative individuals of N. nitida and pure species of subgenus Nothofagus based on the proportion of variable

sites of the nuclear DNA ITS region. The numbers indicate bootstrap support values of the branches which contain sequences of individuals from Los
Alerces National Park, Chubut, Argentina.

Cuadro 3. Distancia genética (p-distance) entre secuencias de ADN de la region ITS de las cinco especies del subgénero Nothofagus
y las muestras colectadas en el Brazo Sur del lago Menéndez, Parque Nacional Los Alerces, Chubut, Argentina. *Distancias genéticas
nulas entre pares de individuos, en particular los de N. nitida putativos (*) cuya identidad corresponde a especies puras.

Genetic distance (p-distance) among DNA sequences of the ITS region of the five species of subgenus Nothofagus and collected samples

in Los Alerces National Park, Chubut, Argentina. *Similar genetic distances among individuals, mainly among putative N. nitida (*) individuals which
correspond to pure species.

Np Nb Nd Nn MENI*  MEN2  MEN3* MEN4*  MEN5*
N. antarctica 0,016 0,011 0,011 0,010 0,010 0,011 0,010 0,010 0,010
N. pumilio 0,020 0,020 0,016 0,016 0,020 0,016 0,016 0,016
N. betuloides 0,000" 0,004 0,004 0,000" 0,004 0,004 0,004
N. dombeyi 0,004 0,004 0,000" 0,004 0,004 0,004
N. nitida 0,000 0,004 0,000" 0,000" 0,000"
MEN | * 0,004 0,000" 0,000" 0,000"
MEN2 0,004 0,004 0,004
MEN3* 0,000* 0,000*
MEN4* 0,000"
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Figura 4. (A) Mapa de la distribucion potencial de la especie N. nitida modelada con MAXENT. (B) Detalle del area de distribucion
potencial para la especie en Argentina y parte de Chile. Los puntos rojos indican los sitios de colecta de ejemplares de N. nitida puta-
tivos en el Brazo Sur del lago Menéndez, Parque Nacional Los Alerces, Chubut, Argentina.

(A) Species potential distribution model of N. nitida obtained with MAXENT. (B) Detail of the potential distribution area of the species in

Argentina and part of Chile. The red dots indicate sampling sites of putative N. nitida at the south outlet of Menendez Lake, Los Alerces National Park,
Chubut, Argentina.
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Figura 5. Analisis discriminante de la variacion en la arquitectura foliar de Nothofagus siempreverdes sudamericanos. Se representan
las hojas con morfologias mas extremas de N. dombeyi, N. betuloides y N. nitida. El centroide de cada grupo se indica con un simbolo
romboidal. Triangulos amarillos: N. nitida, cuadrados celestes: N. betuloides, rombos azules: N. dombeyi (extraido de Premoli 1996b).

Discriminant analysis of leaf architecture variation of South American evergreen Nothofagus species. Leaves with extreme morphological
features of N. dombeyi, N. betuloides and N. nitida are represented. The centroid of each group is indicated by a rhomboidal symbol. Yellow triangles:
N. nitida, light blue squares: N. betuloides, and blue thomboids: N. dombeyi (extracted from Premoli 1996b).
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herramientas genéticas como ser secuencias del ADN nu-
clear que se encuentra altamente conservado en individuos
de una misma especie permitié confirmar la identidad de
los mismos. Esto es particularmente relevante en el caso de
los Nothofagus siempreverdes cuya identificacion a cam-
po se basa en caracteres foliares y florales que presentan
variacion cuantitativa y elevada variabilidad fenotipica. Si
bien el nimero de individuos analizados es acotado, no son
individuos adultos, y se encontraban levemente distancia-
dos del estrato de arboles con hojas mas oscuras y brillan-
tes observados en la ladera ubicada mas al norte en la boca
del rio Alerce, estos podrian ser producto de la dispersion
de un rodal semillero proximo a los individuos muestrea-
dos. Dado que la dispersion de las semillas de la especie
ocurre a distancias cortas (Veblen ef al. 1996), seria poco
probable que los juveniles muestreados sean producto de
eventos de dispersion a larga distancia desde poblaciones
ubicadas al oeste de Los Andes, en Chile. Se requieren es-
tudios poblacionales para analizar el grado de flujo génico
y reconstruir la historia biogeografica de las poblaciones
de N. nitida sobre ambas vertientes de Los Andes.
Estudios realizados previamente muestran evidencia
genética (Premoli 1996a, 1997, Acosta y Premoli 2010),
ecofisiolégica (Premoli 1994) y morfolégica (Premoli
1996b) que permite diferenciar a N. nitida de las otras dos
especies siempreverdes, N. betuloides y N. dombeyi (figu-
ras 2, 3y 5). Estudios realizados en plantulas coetaneas de
N. nitida cultivadas en condiciones ambientales homogé-
neas muestran que las diferencias morfologicas y ecofisio-
logicas encontradas con las otras dos especies siemprever-
des poseen base genética (Premoli 1994, Premoli 1996b).
Por otro lado, estudios poblacionales a base de isoenzimas
mostraron que N. nitida posee cuatro alelos que no estan
presentes en las otras dos especies siempreverdes y que,
por lo tanto, podrian considerarse diagnosticos (Premoli
1996a, 1997). Ademas, N. nitida mostr6 un alelo fijado
para tres loci monomorficos diferente al encontrado en N.
betuloides y N. dombeyi (ver figura 1 en Premoli 1996a).
La identidad genética promedio de las poblaciones de N.
nitida respecto a las otras dos especies siempreverdes re-
sultd < 0,7; mientras que la similitud entre las poblaciones
de N. betuloides y N. dombeyi fue > 0,9 (Premoli 1996a,
1997). Esta evidencia muestra que N. nitida es una uni-
dad taxonémica claramente distinguible genéticamente de
las otras dos especies siempreverdes y que si bien puede
hibridar con ellas (Donoso y Atienza 1983), ha manteni-
do su identidad a lo largo del tiempo debido a que habita
condiciones ambientalmente diferentes a N. betuloides y
N. dombeyi (Premoli 1996b, Premoli ef al. 2012a). En par-
ticular, N. nitida esta restringida a sitios superhimedos y/o
suelos frecuentemente mal drenados con precipitaciones
constantes y superiores a 2000 mm por afio (Piper 2007,
Piper et al. 2007). En cambio, N. dombeyi puede crecer
sobre las laderas orientales de Los Andes bajo regimenes
de menor precipitacion y, por lo tanto, se podria considerar
relativamente mas tolerante a la sequia que N. nitida (Piper
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et al. 2007). Por otro lado, N. betuloides habita en sitios
de mayor altitud y latitud, lo que pueden resultar en una
mayor tolerancia de esta especie a las bajas temperaturas
que N. nitida y N. dombeyi (Premoli 1994).

Los ejemplares colectados de N. nitida que fueron ha-
llados a lo largo de la linea de prospeccion de sentido Sur-
Oeste se encontraban, en general, cercanos a ejemplares de
mafiio macho, varios de gran porte. Esta es una asociacion
muy comun (caracteristica y extensa) dentro del Bosque
Laurifolio de Chiloé, que representa la situacion mas hu-
meda (hidréfita) de la region del Bosque Laurifolio (sis-
tema de clasificacion de Gajardo 1994), que se distribuye
en suelos planos de mal drenaje. Tal asociacion forestal es
dominante en el Parque Pumalin (Gasté Coderach et al.
2000), siendo notable la similitud en la cobertura vegetal
del area prospectada, con la de ese Parque transandino. El
hecho que N. nitida ocurra sobre las vertientes orientales
de la Cordillera de Los Andes, sugiere que los limites de
distribucion de esta especie requieren ser revisados. El mo-
delo de distribucion realizado para la especie muestra que
es posible que existan mas individuos y/o poblaciones al
este de la Cordillera de Los Andes. Se destaca la importan-
cia de estudiar las caracteristicas genéticas de estos indivi-
duos y/o poblaciones ubicados hacia el limite oriental de la
distribucion. Los margenes de distribucion son relevantes
no solamente por encontrarse alejados del centro del rango
de las especies y, por lo tanto, sufrir limitaciones al flujo
génico con otras poblaciones, sino que ademas podrian es-
tar sujetos a regimenes diferenciales de seleccion por estar
bajo condiciones ambientales distintas a las encontradas en
el centro del rango. Dichas poblaciones podrian contener
potenciales novedades evolutivas bajo situaciones ambien-
tales no habituales, y, por lo tanto, valiosas bajo escenarios
de cambio climatico (por ejemplo, mostrar resistencia al
estrés hidrico), las cuales, ademas, podrian transmitirse a
otras especies del subgénero Nothofagus por hibridacion/
introgresion (Premoli 1996a, Acosta y Premoli 2010, Pre-
moli et al. 2012a, Acosta et al. 2014). Las especies del
subgénero Nothofagus son linajes antiguos que han desa-
rrollado adaptaciones a lo largo de su historia evolutiva y,
por lo tanto, tendrian el potencial de responder a cambios
en el clima (Premoli ez al. 2012a). Por otro lado, se ha de-
mostrado para varias especies que ciertas zonas al este de
Los Andes habrian funcionado como refugios glaciales en
los que se habrian preservado variantes genéticas inicas de
relevancia en conservacion. Tal es el caso de poblaciones
en el extremo sur de la distribucion del alerce en el sur-este
de Argentina, que es considerado un reservorio de diversi-
dad genética para la especie (Premoli et al. 2000).

CONCLUSIONES

El hallazgo aqui reportado permite confirmar mediante
el uso de herramientas genéticas la presencia de Nothofa-
gus nitida en Argentina. Ademas, el modelaje de la dis-
tribucién potencial realizado a base de las condiciones
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climaticas favorables para el crecimiento de la especie
muestra ser una herramienta importante para poder deter-
minar los limites del area de distribucion de las especies,
que después deben ser corroboradas a campo. Se destaca
la relevancia de realizar estudios de prospeccion botanica
en areas remotas sobre la Cordillera de Los Andes a fin de
revisar los limites de distribucion de N. nitida, y de otras
especies que comparten su habitat, en zonas donde atin no
han sido reportadas.
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