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RESUMEN

Gomortega keule, especie arborea endémica de Chile y Unica representante de la familia Gomortegaceae, se encuentra
catalogada en peligro de extincion y despierta gran interés cientifico por su restringida area de distribucion. El objetivo
de este trabajo fue estimar la variabilidad genética de 24 individuos de G. keule ubicados en tres relictos de la provincia
de Concepcion, mediante marcadores AFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados) para futuros
estudios de conservacion. Se probaron 16 combinaciones de partidores y se eligieron las tres combinaciones mas
informativas para detectar diferencias entre individuos. Estas combinaciones generaron un total de 156 fragmentos, siendo
un 62 % de ellos polimorficos. El sitio con mayor porcentaje de polimorfismos correspondié a Cerro Neuque, con un 84,6
%, seguido por Coroney y Hualqui con 59,6 y 42,3 %, respectivamente. El analisis de varianza molecular detecté un 73 %
de variacion dentro de las poblaciones y un 27 % de variacion entre ellas. El estudio muestra que la técnica de AFLP puede
ser utilizada en G. keule de forma rapida y confiable para identificar poblaciones remanentes y apoyar su conservacion
tanto ex situ como in situ.

PALABRAS cLAVE: Gomortegaceae, Laurales, marcadores moleculares, loci polimorfico.

ABSTRACT

Gomortega keule is an endemic woody species to Chile and the only member of the Gomortegaceae family. It is currently
an endangered species and is of great scientific interest due to its small area of distribution. The aim of this research
was to estimate genetic diversity of 24 individuals of G. keule selected from three isolated relict populations from the
province of Concepcion using AFLP (Amplified fragment length polymorphism) for future conservation issue. Sixteen
combinations of primers for AFLP were tested and three combinations of them were selected as the most informative,
revealing differences between individuals. These primer combinations generated 156 fragments, of which 62 % were
polymorphic. The relict population with the highest percentage of polymorphisms was located in Cerro Neuque with 84.6
%, followed by Coroney and Hualqui with 59.6 and 42.3 %, respectively. The analysis of molecular variance detected 73
% variation within populations and 27 % variation amoung populations. This study supported that AFLP can be used in
G. keule as a fast and reliable test to identified remaining populations of the species. Thus, this technique can be used to
support ex situ or in situ conservation of G. keule.

Keyworbps: Gomortegaceae, Laurales, molecular markers, polymorphic loci.
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INTRODUCCION

Gomortega keule (Molina) Baillon es una especie arborea en
estado critico de conservacion (Gonzalez 1998) que habita en
areas pequefias y fragmentadas de la Cordillera de la Costa
entre Cauquenes 35°46’° S y Arauco 37° 41’ S (Hechenleitner
etal 2005). Gomortega pertenece a la familia Gomortegaceae,
la cual es endémica y monotipica (Rodriguez ef al. 2005). Se
reportan sdlo 22 poblaciones insertas en plantaciones exoticas,
lo que las mantiene en constante amenaza (San Martin &
Sanchez 1999, Rodriguez & Quezada 2001). Ademas de los
problemas de distribucion, la regeneracion de la especie se
ve afectada por factores como depredacién de semillas por
roedores, colecta de frutos por los lugarefios y apertura del
bosque, asi como también por la baja capacidad germinativa
de la semilla y el lento crecimiento durante los primeros afios
(Donoso & Escobar 1985, Le Quesne & Stark 2006).

Los antecedentes disponibles concluyen que la especie
se estaria propagando, principalmente, por via asexual, al
observarse escasa o nula regeneracion sexual en terreno
(Villegas et al. 2003).

La utilizacion de marcadores moleculares es una
herramienta 1Util en numerosos estudios de diversidad
genética, aportando informacion para desarrollar planes
de conservacion en especies amenazadas. Algunas de las
técnicas empleadas son: polimorfismo del ADN amplificado
al azar (RAPD) (Torres et al. 2003), intermicrosatélites
(ISSR) (Huang et al. 2009), microsatélites (Azpilicueta et
al. 2004) y AFLP (Wen-Kun ef al. 2008). En especifico,
esta ultima técnica ha demostrado ser exitosa por su
reproducibilidad, ademas de detectar un gran numero de
fragmentos polimoérficos sin requerir conocimiento previo
de la secuencia de ADN de la especie en estudio (Mueller
& Wolfenbarger 1999, Meudt & Clarke 2007).

En G. keule, la diversidad genética fue estimada en 33
individuos de poblaciones del rango norte de su distribucion
mediante ISSR (Herrera et al. 2005). Posteriormente
Garcia-Gonzales et al. (2008) ampliaron el estudio a su
rango sur utilizando la misma técnica en 11 poblaciones.
En tanto Lander et al. (2007) aislaron y caracterizaron ocho
microsatélites sin realizar estudios de variabilidad genética.

Considerando el estado de conservacion de G. keule y la
falta de informacion de su presencia en algunos sectores de su
rango de distribucion, el objetivo de este estudio fue estimar
la variabilidad genética de G. keule mediante marcadores
AFLP en tres relictos de la provincia de Concepcion con
el fin de contribuir a futuras propuestas de conservacion ex
situ de la especie.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL
En tres relictos de G. keule ubicados en la provincia de
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Concepcion se colectaron hojas en pleno crecimiento. Se
muestrearon 8 individuos en cada relicto, los cuales se
encontraban a mas de 3 m de distancia, fueron identificados
con GPS (Global Positioning System) y denominados: 1)
Cerro Neuque (36° 34’ S; 72° 54’ O), 2) Coroney (36°40° S;
72° 51”7 O) y 3) Hualqui (36° 53” S; 72° 55” O) (Fig. 1). El
material fue almacenado a -80 °C hasta su analisis.

ExtrACCION ADN

Se aislo ADN utilizando el protocolo de extraccion de ADN
para plantas DNeasy Plant Mini (QIAGEN). Se utilizaron
100 mg de tejido vegetal, el que fue homogeneizado con
un equipo de lisis mecanica, adicionandole microesferas de
ceramica a una velocidad de 6 m s durante 15 s.

El ADN extraido se cuantifico por espectrofotometria
de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A260).
Usando este método también se obtuvo una estimacion de la
pureza del ADN por medio de las relaciones de absorbancia
(A260/A280) y (A260/A230).

Para evaluar la integridad del ADN extraido se
mezclaron alicuotas de 5 puL con 1 pL de tampon de carga
(6X DNA loading dye, Fermentas) y se analiz6 mediante
electroforesis a 60 V durante 30 min en gel de agarosa al 1
% (p/v). La visualizacion del ADN en los geles se realizd
usando un transiluminador y digitalizacion mediante
fotografia digital.

AFLP

La técnica de AFLP se desarrolld segun el protocolo
publicado por Hasbun et al. (2012). Este esta basado en
el método descrito por Vos et al. (1995), pero utilizando
fluor6foros adheridos a los partidores de la amplificacion
selectiva, con el fin de ser separados por electroforesis
capilar y reconocidos con un secuenciador automatico.

La técnica consta de tres pasos: 1) digestion- ligacion:
se realizo la digestion a 10 ng pL' de ADN de G. keule
con las enzimas EcoRI y Msel, posteriormente se ligod el
producto de la digestion con adaptadores de doble cadena,
especificos para cada enzima, 2) amplificacion preselectiva:
con el producto del paso anterior se realizd una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando partidores del
tipo EcoRI +AC y Msel +C, 3) amplificacion selectiva: se
probaron 16 combinaciones de partidores selectivos del tipo
EcoRI+3 / Msel+3 o +4 marcados con fluoréforos.

Para realizar el analisis genético de todos los
individuos se procedié primero a elegir las combinaciones
mas informativas. Esta seleccion se realiz6 segin los
siguientes criterios; capacidad de amplificacion, cantidad
de fragmentos polimoérficos (entre 50 y 500 pb) y nitidez
de banda. El producto de amplificacion se visualizd en
un gel de agarosa al 1 % (p/v) con 2 uL de bromuro de
etidio, posteriormente se realizd la electroforesis capilar
con el secuenciador automatico ABI PRISM 3130x1 Genetic
Analyzer.
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Ficura 1. Localizacion de los relictos de G. keule estudiados y rango de distribucion de la especie. Mapa modificado de Garcia-Gonzales

et al. 2008.

FiGure 1. Locating relict populations of G. keule studied and distribution range of the species. Modified map from Garcia-Gonzales et al.

2008.

Los datos fueron analizados utilizando el software
GeneMapper v4.0 con el cual se confecciond una matriz
binaria (0/1) representando la ausencia o presencia del
fragmento.

ANALISIS DE DATOS

A partir de la matriz binaria y utilizando el programa
GenAlEx version 6.1 (Peakall y Smouse 2006), se calcularon
los siguientes indices de variabilidad genética: porcentaje
de loci polimorficos (% P), heterocigosidad esperada (He) e
indice de Shannon (S). La estructuracion genética se estimo

a través de un analisis de varianza molecular (AMOVA)
(Excoftfier et al. 1992) y se realiz6 una prueba de Mantel
para correlacionar valores de distancia genética y distancia
geografica.

RESULTADOS
De las 16 combinaciones de partidores AFLP evaluadas en G.

keule, se seleccionaron tres combinaciones que permitieron
visualizar bandas nitidas con mas de 12 fragmentos
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polimérficos cada una (Tabla I). Con ellas se obtuvo un
total de 156 fragmentos de ADN y de los cuales el 62 %
fue polimérfico. Las combinaciones restantes no fueron
consideradas por no amplificar fragmentos en la especie o
generar un patréon de fragmentos poco reproducible y con
escasos polimorfismos.

La combinacion EcoRI+ACA / Msel+CAT presentd
el mayor porcentaje de polimorfismo arrojando 39
fragmentos polimorficos que corresponden al 68,42 %
del total de fragmentos detectados para esta combinacion.

A su vez, con EcoRI+ACA /Msel+CCG y EcoRI+ACC /
Msel+CAT se detectaron un 58,8 y 41,6 % de polimorfismo,
respectivamente.

Para el analisis genético, con el total de fragmentos
obtenidos con las tres combinaciones de partidores, los
indices de diversidad genética detectados por AFLP en los
relictos de G. keule indican que el mayor porcentaje de loci
polimorficos se observo en individuos de Cerro Neuque,
con un 84,6 % de polimorfismo seguido por Coroney, con
59,6 %, y Hualqui, con 42,3 % de polimorfismo (Tabla II).

TaBra 1. Porcentaje de polimorfismo detectado en 24 individuos de G. keule con tres combinaciones selectivas de marcadores AFLP

(polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados).

TaBLE I. Polymorphic percentage in 24 G. keule individuals detected with three selective AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

primer sequences.

N° FRAGMENTOS

COMBINACION

SELECTIVA*

% DE POLIMORF{SMO

TotaL PoLIMORFICOS

EcoRI+ACA/

Msel-CAT 57 39 68,42
EcoRI+ACC/

Msel+CAT 48 28 41,66
EcoRI+ACA/

Msel+CCG > 30 >8,82
Total 156 97 -
Promedio 52 - -

*A, C, G, T representan los nucleotidos adenina, citosina, guanina, timina / A,
C, G, T simbolize nucleotides adenine, guanine, cytosine, thymine.

Tasea II. Indices de diversidad genética detectados en tres relictos de G. keule utilizando marcadores AFLP (polimorfismos en la longitud

de los fragmentos amplificados).

TaBLE II. Genetic diversity index detected with AFLP (Amplified fragment length polymorphism) marker in three G. keule relict.

REeLiCcTO }ii?;g:;i%ss (;) ) S He

Coroney 31 59,62 0,30 (0,03) 0,20 (0,02)
Hualqui 22 42,31 0,19 (0,03) 0,12 (0,02)
Cerro Neuque 44 84,62 0,46 (0,03) 0,31 (0,02)
Promedio 62,18 0,32 (0,02) 0,21 (0,01)

P: porcentaje de polimorfismo; S: indice de Shannon; He: heterocigosidad esperada. Valores entre paréntesis indican error estandar / P:
polymorphic percentage; S: Shannon index; He: expected heterozygosity. Values in parentheses represent standard error.
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El mayor porcentaje de la variacion detectado por
el andlisis de varianza molecular se registré dentro de
las poblaciones con un 73 %, mientras que entre los tres
relictos de G. keule se registro el 27 % restante. El grado
de estructuracion genética entre las poblaciones de G. keule
medido por el coeficiente de diferenciacion genética (F'st)
fue 0,267, indicando que las poblaciones se encuentran
altamente diferenciadas. Ademas, al realizar la prueba
de Mantel no se obtuvo una correlacion entre valores de
distancia genética y distancia geografica (R?> = 0,691; p =
0,160).

Cabe indicar que so6lo en Coroney se observo
regeneracion sexual; sin embargo, en visitas posteriores se
pudo constatar la nula supervivencia de las plantulas.

DISCUSION

Al comparar los resultados obtenidos en G. keule con otras
Lauraceae y en categoria de amenaza, mediante marcadores
dominantes, tales como RAPD en Neolitsea sericeae (P=
50,5 %, Wang et al. 2005) y AFLP en Litsea szemaois (P
=80,79 % y ISSR, P=87,01 %, Ci et al. 2008) se puede
ordenar a G. keule en un rango intermedio. Por otro lado, si
se consideran los valores de diversidad genética reportados
por Hamrick & Godt (1989) para especies lefiosas longevas
(P=49,3 %, He=0,148), G. keule presenta mayores niveles
de diversidad (P=62,18 %, He=0,212). No obstante, estos
valores de diversidad genética se asemejan a los obtenidos
para especies endémicas (He=0,2) por medio de RAPD
(Nybom 2004).

Lander et al. (2009, 2010) determinaron que la
polinizacion de la especie es entomofila y el polen de
G. keule se mueve hasta 6 km desde pequefios parches o
arboles aislados hasta sitios de mayor tamafio y viceversa,
siendo los primeros fundamentales en la conectividad del
flujo génico. Esto se ve reflejado en los valores obtenidos
en la prueba de Mantel (R>=0,691; p=0,160), los cuales
concuerdan a los reportados por Garcia-Gonzales et al.
(2008) (r=-0,000; p=0,72) que sefialan que las poblaciones
no presentan aislamiento por distancia.

Adicionalmente, al comparar el indice de Shannon
promedio para G. keule (5=0,322) con una especie
endémica longeva, tal como Araucaria araucana (Molina)
K. Koch (S=0,65, Bekessy et al. 2002), se observa que la
variabilidad genética de G. keule es menor. Esto puede
deberse a la dispersion entomofila del polen de G. keule,
ya que especies cuyo polen es dispersado anemofilamente,
como es el caso de A. araucana, presentan mayor diversidad
genética (Hamrick & Godt 1996).

Estudios realizados por Herrera et al. (2005) en 33
individuos de G. keule y utilizando ISSR reportaron
valores de variacion entre y dentro de la poblacion (30 y

70 % respectivamente). Garcia-Gonzales et al. (2008) por
su parte, a través del mismo marcador molecular y en 223
individuos de G. keule obtuvieron valores idénticos a los
de este estudio (27 y 73 %), los cuales son los esperados
para especies perennes lefiosas y de polinizacion cruzada
(Hamrick et al. 1992).

El nivel de diferenciacion genética (Fst=0,267)
determinado para G. keule en este estudio es similar al
informado por Garcia-Gonzales et al. (2008) (Fst=0,275)
siendo ambos valores mayores al descrito para especies
longevas, perennes y de polinizacion cruzada (Fst=0,094)
(Hamrick & Godt 1996). La limitada dispersion de la
semilla puede ser la responsable de este resultado, ya que
las semillas suelen encontrarse intactas bajo el dosel y
a pocos metros del arbol. Segin Villegas et al. (2003) y
Garcia-Gonzales ef al. (2008), al encontrarse los relictos de
G. keule rodeados por plantaciones exdticas se favorece la
pérdida de agentes dispersores (del polen y la semilla).

Los tres relictos estudiados, al igual que otras poblaciones
de G. keule, se encuentran aislados e insertos en plantaciones
de pino, reproduciéndose solo vegetativamente. Durante
el periodo de colecta de material se observd reiterada
intervencion antropica como el control de malezas con el fin
de evitar incendios forestales, esto genera dafio al eliminar
plantulas y evitar la regeneracion natural de la especie. A
pesar de las condiciones en las cuales se encuentra G. keule
en los sitios de estudio se obtuvo una mayor variabilidad
gengética en los relictos de mayor superficie (Fig.1). Segun
Hamrick & Godt (1996) los factores que mas influyen sobre
la variabilidad genética entre las poblaciones son el numero
de individuos y la superficie. Esto se corrobora en este
trabajo dado que se utilizé la misma técnica e igual nimero
de individuos para todos los relictos y solo la superficie fue
distinta.

En este estudio se reafirma que los AFLP son una
poderosa herramienta para estudios de genética de
poblaciones, ya que con solo 3 combinaciones selectivas de
AFLP se estimo la variabilidad de G. keule en los relictos
analizados. Resultados similares se lograron en otras
especies amenazadas utilizando tres o cuatro combinaciones
de AFLP (Palacios et al. 1999, Ni et al. 2006, Ci et al.
2008). A su vez empleando ISSR en G. keule se obtiene una
estructuracion genética similar a la obtenida en este estudio
(Herrera et al. 2005, Garcia-Gonzales et al. 2008).

Adicionalmente, la variabilidad genética presentada
en los relictos contribuye a ampliar los antecedentes en la
especie, ya que reportes anteriores y de zonas cercanas al
area de estudio presentan menores niveles de variabilidad.
Por ejemplo, Penco (P=67,95 %, S=0,3708, Garcia-
Gonzales et al. 2008) en comparacion con Cerro Neuque
(P= 84,62 %, S= 0,46).

Porlo tanto, es posible estimar la variabilidad genética en
las poblaciones naturales remanentes de G. keule y detectar a
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futuro variantes genéticas unicas y/o centros de variabilidad
genética con el fin de contribuir en estudios enfocados a la
conservacion ex sifu de esta especie amenazada.
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