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Resumen

La actual crisis global de la biodiversidad, requiere que los cientificos desarrollen modos
estratégicos para destinar los esfuerzos de conservacion de manera eficiente. Uno de ellos,
radica en integrar la informacion sobre las relaciones coevolutivas entre distintas especies, dentro
de las prioridades para la conservacién biolégica. En este sentido, la informacién cofilogenética,
es decir, los patrones evolutivos que coinciden entre grupos ecolégicamente asociados, se ha
estado utilizando cada vez mas en ecologia de comunidades, para comprender los procesos que
han conducido a su formacion. Sin embargo los enfoques basados en dichos procesos rara vez
se han considerado en los programas de conservacién biologica, a pesar de las implicancias que
supone esta alternativa, especialmente para aquellas asociaciones ecoldgicas que se establecen

en la naturaleza (e.g., parasitismo, mutualismo, simbiosis).

Generalmente se acepta que la evolucion de los hongos simbioticos esta ligada intimamente a
la evolucion de sus huéspedes. La asociacion biotréfica obligada entre las especies de hongos
ectomicorricicos del género Austropaxillus y sus huéspedes, las plantas en el género Nothofagus,
ha sido tltimamente mencionada como un ejemplo de codivergencia, al compartir ambos grupos

una historia biogeogréafica en comun.

En este estudio se utilizaron datos moleculares para examinar la hipétesis cofilogenética y
biogeografica de 6 especies del género Austropaxillus y sus huéspedes, 11 especies del género
Nothofagus (subgéneros Lophozonia y Nothofagus). Los resultados indican una estructura
cofilogenética general altamente significativa (P < 0.0001), a pesar que las asociaciones hongo-
huésped no corresponden a una sencilla relacién uno a uno. La hip6tesis que se plantea, apoya
la teoria de dispersion a larga distancia entre Australasia y el sur de Sudamérica, ya que el origen
de Austropaxillus [23.78 Ma (millones de afios)] se muestra como un evento posterior a la ruptura
de Gondwana (90-80 Ma). Por otro lado el tiempo de divergencia estimado entre las especies A.
muelleri de Australia, y A. macnabbii de Nueva Zelanda (15.65 Ma), coincide con la de sus
huéspedes, Nothofagus moorei de Australia y Nothofagus menziesii de Nueva Zelanda (20.4 Ma)

respectivamente.

Considerando la relacién histérica entre Austropaxillus y Nothofagus, una combinaciéon de los
eventos de vicarianza y dispersion a larga distancia es necesario para explicar los actuales
patrones de distribucion de estos grupos. Asi, la historia de estos organismos no solo es un
reflejo de la desintegracion de Gondwana, sino también de otros acontecimientos que han

contribuido a la distribucién de muchas otras plantas y hongos del hemisferio sur. Estos hallazgos



corroboran los patrones descritos en otras asociaciones ecoldgicas con Nothofagus,
representando una aproximacion preliminar al uso de la investigacion cofilogenética en las
estrategias de conservacion bioldgica, resaltando su implicancia en la preservarcién de los

procesos coevolutivos que involucra la relacién hongo-planta.
Palabras clave: cofilogenia, ectomicorriza, Austropaxillus, Nothofagus, conservacion.
Abstract

The ongoing global biodiversity crisis requires that scientists develop ways to strategically allocate
conservation efforts. Among these is the proposal to directly integrate information on the
evolutionary relationships between species into the biodiversity conservation priorities. Thus,
cophylogenetic studies (i.e. matching evolutionary patterns among ecologically associated
groups), has been increasingly used in community ecology to understand the underlying
mechanisms that create, maintain, and determine the fate of biological communities. However,
this approach has rarely been considered in conservation strategies, although the important
implications that involve using this alternative, especially for ecological associations established

in nature (e.g. parasitism, mutualism, symbiosis).

It is generally thought that the evolution of symbiotic fungi is intimately linked to the evolution of
their hosts. The obligate, biotrophic association among species of the fungal genus Austropaxillus
and their hosts in the plant genus Nothofagus has recently been cited as an example of
cophylogeny, due to the common current geographic distribution of both taxa.

In this study, molecular data has been used to examine hypotheses regarding the cophylogeny
and biogeography of the 6 species of Austropaxillus and their hosts, the 11 species of Nothofagus,
(subgenera Lophozonia and Nothofagus). Our results indicate highly significant overall
cophylogenetic structure (P < 0.0001), despite the fact that the associations between species of
Austropaxillus and Nothofagus usually do not correspond to a simple one to one relationship. Our
hypothesis may support the transoceanic long distance hypothesis for the trans-Antarctic
distribution between Australasian and South American species of Austropaxillus species hosted
by genus Nothofagus, due to the fact that the origin of Austropaxillus [23.78 Mya (million years
ago)] is shown as a subsequent event to the rupture of Gondwana (90-80 Mya). On the other
hand, the divergence between A. muelleri from Australia and A. macnabbi from New Zealand is
estimated to have occurred 15.65 Mya. Interestingly, the same recent divergence between

species from New Zealand and Australia, have also been found for Nothofagus.



Considering the historical association of Austropaxillus and Nothofagus, a combination of long
distance dispersal and vicariance events is needed to explain the present patterns of distribution
of these taxa. Thus the history of these organisms is not only a reflection of the breakup of
Gondwana but also of other events that have contributed to the distributions of many other
southern hemisphere plants and fungi. These results support the patterns described in other
studies with Nothofagus and its ecological associations. This study is shown as a preliminary
approach to provide useful information for future conservation efforts, highlighting its implication

in preserving coevolutionary processes of symbiotic plant-fungi associations.

Key words: Cophylogeny, Ectomycorrhiza, Austropaxillus, Nothofagus, conservation.



1. INTRODUCCION

El uso de la informacion cofilogenética permite una comprensién mas clara de la historia evolutiva
de especies involucradas en las relaciones ecoldgicas. En este sentido, tanto la edad
(diversificacion de los taxa), como las limitaciones ecolégicas (espacio geogréfico, disponibilidad
de recursos, y competencia entre las especies), son necesarias para explicar la diversidad actual
y su variacion entre clados y regiones (Morlon et al. 2010, Rabosky 2009), permitiendo priorizar
esfuerzos en la conservacién de los procesos evolutivos que subyacen detrds de estas

relaciones.

La relacion simbidtica establecida entre las especies del género de hongo ectomicorricico
Austropaxillus, y especies de plantas del género Nothofagus ha sido escasamente estudiada, a
pesar de los aportes que puede entregar su estudio a la reconstruccion biogeogréafica del
hemisferio sur, y a las hipotesis que se han desarrollado alrededor de ello. Otras asociaciones
como la ampliamente documentada relacion entre los hongos parasitos del género Cyttaria y sus
huéspedes en el género Nothofagus, han permitido que se asienten nuevas bases en el estudio
de las relaciones entre hongos y plantas en el hemisferio sur, incorporando el componente

evolutivo (Peterson et al. 2010).

La historia evolutiva de Nothofagus es considerada una pieza clave en la investigacién sobre la
biogeografia del hemisferio meridional (Moreira 2004, Van Steenis 1971), esto se debe
particularmente a que este género de plantas produce altas cantidades de polen, el cual tiene un
caracter distintivo, fosilizandose facilmente (Cracraft 1975, Darlington 1965, Peterson et al. 2010,
Steenis 1971). La evidencia mas temprana que se tiene del género se remonta al Cretacico
Tardio (83.5 Ma) (Dettmann et al. 1990). Los fésiles encontrados y ampliamente extendidos en
el hemisferio sur, indican que Nothofagus estuvo presente en gran parte del sur de Gondwana

antes de la ruptura continental (Dettmann et al. 1990, Peterson et al. 2010).

Hasta el momento se sabe que los hongos ectomicorricicos del género Austropaxillus, muestran
una asociacion simbiotica restringida a las especies de Nothofagus, exclusivamente a dos de sus
subgéneros, Lophozonia y Nothofagus, distribuidos en el sur de Sudamérica (Argentina y Chile),
y sureste de Australasia (sureste de Australia, incluida Tasmania, y Nueva Zelanda) (Bresinsky
et al. 1999, Skrede et al. 2011). Esta disyunta distribucién transantartica, caracterizada por areas
de endemismo, tradicionalmente marca la hipétesis sobre la ocurrencia de posibles eventos de

vicarianza y dispersion a larga distancia, permitiendo explicar la actual localizacion de ambos



grupos (Bresinsky et al. 1999, Dettmann et al. 1990, Hill et al. 1999, Linder y Crisp 1995, Peterson
et al. 2010, Skrede et al. 2011, Swenson et al. 2001).

Se acepta generalmente que Nueva Zelanda fue la primera en separarse de Gondwana, hace
80 Ma, y que América del Sur y Australia estuvieron conectadas por la Antartida hasta hace 35
Ma (McLoughlin 2001). Entonces la filogenia de Nothofagus deberia mostrar que las especies de
Australia y América del Sur estan mas relacionadas que con las especies de Nueva Zelanda. Sin
embargo los estudios taxondémicos Y filogenéticos de Nothofagus han inferido una relacion mas
estrecha entre especies de Australia y Nueva Zelanda (Dettmann et al. 1990, Heenan y Smissen
2013, Hill y Jordan 1993, Hill y Read 1991, Linder y Crisp 1995, Manos 1997, Martin y Dowd
1993, Peterson et al. 2010, Sauquet et al. 2012, Setoguchi et al. 1997).

Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de estudios que consideren andlisis integrados de
taxa relacionados, que muestren un patron similar de disyuncion transpacifica, para lograr una
reconstruccion coherente de la biogeografia austral. En este trabajo se realizé un andlisis
cofilogenético entre Austropaxillus y Nothofagus, con el fin de establecer una hipétesis
biogeogréafica y coevolutiva sobre la distribucién actual de esta asociacion ectomicorricica
(hongo-huésped) en el hemisferio sur, destacando las implicancias de esta informacion en el

campo de la conservacion bioldgica.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Simbiosis ectomicorricica

Una vasta cantidad de observaciones y evidencias experimentales, han demostrado que la
simbiosis micorricica estd presente en la totalidad de comunidades vegetales existentes,
convirtiéndose en un componente ecolégicamente indispensable para la estabilidad de los
ecosistemas (Allen 1991, Boucher 1985). El principal beneficio que esta simbiosis brinda a las
plantas huéspedes, radica en que las hifas extraradicales del hongo promueven la absorcion de

iones poco moviles del suelo, los cuales son transferidos al huésped (Smith y Read 2009).

Desde la descripcion y definicion de micorrizas por parte de Frank durante la década de 1880
(Frank 1885, 1887), numerosos estudios sobre la interaccion simbidtica entre el fotobionte y
micobionte han sido publicados (e.g., Newman y Reddell 1987, Smith y Read 2009, Tedersoo et
al. 2010). Estos estudios han abarcado varios ecosistemas en todos los continentes (Brundrett
2009, Trappe 1962, Wang y Qiu 2006).



A pesar que las endomicorrizas son mas comunes en los ecosistemas terrestres, las
ectomicorrizas, representadas mayoritariamente por hongos basidiomicetos y ascomicetos, son
mas frecuentes en regiones temperadas, boreales, y australes, donde se encuentran asociadas
con un rango estrecho de familias de plantas huéspedes (Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, y
Nothofagaceae) (Smith y Read 2009), constituidas por especies forestales ecolégica y
econdmicamente importantes (Tedersoo et al. 2010). Se estima en la actualidad que un 86% de
las especies de plantas terrestres adquieren sus nutrientes minerales a través de la asociacion
micorricica (Brundrett 2009), y que aproximadamente 6.000 especies de plantas en el mundo
estan ectomicorrizadas, por las casi 25.000 especies de hongos ectomicorricicos identificadas
hasta la actualidad (Brundrett 2009, Hawksworth et al. 1995, Miller 1983, Molina et al. 1992,
Rinaldi et al. 2008).

Un gran numero de evidencias sugieren que las ectomicorrizas tienen diferentes habilidades para
explorar y explotar el suelo, las cuales podrian mejorar las habilidades competitivas de las plantas
huéspedes (Bending y Read 1995, Finlay et al. 1992). A pesar del nimero relativamente pequefio
de plantas ectomicorrizadas (aproximadamente el 3% alrededor del mundo) (Tedersoo et al.
2010), las especies de arboles que establecen la simbiosis con los hongos, ocupan extensas
areas de bosques en los extremos de los hemisferios norte y sur (Barbour y Billings 2000).

En general las ectomicorrizas mejoran la absorcién de nutrimentos inorganicos, permiten el uso
de nutrientes organicos y protegen a las plantas de altas concentraciones de metales pesados y
patdgenos (Halling 2001, Halling et al. 2008, Smith y Read 2009). Por otro lado los hongos
obtienen de las plantas azlcares simples que llegan a constituir hasta el 30% de la productividad
primaria neta, en el caso de plantulas (Smith y Read 2009, Tedersoo et al. 2010). Por lo tanto,
las ectomicorrizas juegan un rol importante en el establecimiento de plantulas y crecimiento de

arboles en los ecosistemas terrestres donde se ha registrado su presencia.

Actualmente la integracion de herramientas de identificacion molecular, ha permitido constatar
gue los hongos ectomicorricicos son filogenéticamente muy diversos (Tedersoo et al. 2010). Lo
anterior esté facilitando el disefio de los estudios biogeogréficos, mejorando la comprension
sobre la estructura filogenética de las comunidades de hongos ectomicorricicos, y ayudando a
dilucidar las interrogantes alrededor de su distribucién actual, y el porqué de las asociaciones

con sus potenciales huéspedes.

2.2. Historia coevolutiva hongo-planta
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La datacion molecular permite relacionar la evolucién de los organismos vivos a los eventos de
tipo ecoldgico y geoldgico (Skrede et al. 2011). La combinacion de fosiles que correlacionan los
eventos de divergencia en filogenia y los modelos de evolucion molecular cada vez mas realistas,
ha incrementado la precision de la datacion molecular (Berbee y Taylor 2010). Ademas la
datacion de eventos geograficos y ecoldgicos, asi como las edades estimadas de los patrones
simbi6ticos han sido también usadas (Allwood et al. 2010, Berbee y Taylor 1993), ya sea en
combinacién con la calibracion fésil, o como la mejor alternativa cuando no existen fosiles
disponibles. Desafortunadamente los fésiles registrados para hongos son escasos (Berbee y
Taylor 2010). A pesar de esto, en los Ultimos afios, los arboles de vida de hongos han sido
extensamente redisefiados por métodos de filogenia molecular. Esto a su vez ha mejorado
nuestro entendimiento de cédmo las diferentes estrategias de nutricibn en hongos han ido
evolucionando (Binder y Hibbett 2002, Hibbett 2006).

Es asi que una gran cantidad de estudios paleobotanicos, morfoanatémicos y filogenéticos
basados en técnicas moleculares han evidenciado que la coevolucion mantenida entre hongos
micorricicos y plantas se remonta al Paleozoico, hace mas de 400 Ma, con el origen de las
primeras plantas terrestres (Figura 1) (Honrubia 2009). Las exigentes condiciones ambientales,
asi como la coincidencia en tiempo y espacio de micobiontes y fotobiontes, respaldan la hip6tesis
de que la simbiosis micorricica representé un mecanismo crucial de colonizacion de los

paleocambientes terrestres por parte de las plantas (Selosse y Le Tacon 1998).

Para aquel periodo, los micobiontes probablemente ya habrian desarrollado una alta capacidad
de prospecciéon tridimensional para la captacién de los todavia muy escasos nutrientes
disponibles en los sustratos emergentes, mientras que los fotobiontes estarian ya adaptados a
la captaciéon de fotones, su conversion en azucares, y sobretodo preadaptados al intercambio
gaseoso (Selosse 2005). La relacion tréfica se estableceria a nivel de los 6rganos de fijacion del
fotobionte. La eficiencia de esta asociacion ha permitido a las plantas hacerse dominantes en
casi la totalidad de los biomas terrestres, perdurando esta relacion de mutuo beneficio mas de

400 Ma, sin apenas cambios en el componente flngico.

Los primeros datos acerca del desarrollo de estructuras simbioticas en los paleoecosistemas
confirmaron la presencia de arblsculos (estructuras caracteristicas de las endomicorrizas
vesiculo-arbusculares, las cuales aseguran una gran superficie de contacto entre el fotobionte y
micobionte), con su tronco basal y ramificaciones bien conservados, en el interior de células
parenquiméticas de rizomas de Rhynia major del Devonico temprano (Remy et al. 1994, Taylor

et al. 1995, 2004). Incluso parece existir unanimidad en considerar la existencia de
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Glomeromycota (precursores de las actuales micorrizas arbusculares), desde al menos el
Ordovicico (Redecker et al. 2000). Sin embargo no es hasta el Devénico que las primitivas
micorrizas arbusculares desarrollaron sus estructuras funcionales (Berbee y Taylor 2007). Esto
confirmaria la hipétesis acerca de la importancia transcendental en el proceso de

terrestrializacion de la endosimbiosis micorricica hongo-planta (Pirozynski y Malloch 1975).

Otro evento importante que pone de manifiesto alin mas la historia coevolutiva hongo-planta, se
remonta al Cretacico (146-65 Ma), conocido como el periodo de expansion y diversificacion de
las angiospermas. Concretamente, es en el Cretacico Superior, hace tan so6lo 130 Ma
aproximadamente, cuando parecen haber surgido la mayoria de las familias de plantas con flores
actuales (Qiu et al. 2005). Las angiospermas primitivas mantienen la estrategia trofica de la
micorriza arbuscular, como habia ocurrido desde el inicio del proceso de terrestrializacion con
todos los grupos vegetales aparecidos hasta el Cretacico. De hecho, la gran mayoria de las
plantas con flores, especialmente las de los trépicos, mantienen dicho mutualismo hoy en dia
(Honrubia 2009).

Las gimnospermas de inicio del periodo Cretacico, son igualmente simbiontes con los
Glomeromycota formadores de las micorrizas arbusculares. Sin embargo, a lo largo del periodo,
en los biomas de climas mas exigentes, con mayores oscilaciones climaticas de temperatura y
precipitaciones, surgen elementos, principalmente arbéreos, de la vegetacién (tanto en
angiospermas como en gimnospermas), con innovadoras estructuras radicales que les aseguran
un éxito adaptativo en tales ecosistemas (Honrubia 2009). Sus sistemas radicales incorporan un
novedoso tipo de raiz secundaria y con crecimiento limitado, que puede ser colonizada por
hongos que se especializaron en el intercambio de nutrientes con las plantas que los acogen,

estas son las ectomicorrizas (Honrubia 2009).

Algunos autores (Cairney 2000, Pirozynski 1980) estiman que el origen de las ectomicorrizas fue
hace unos 200 Ma, a mediados del Mesozoico, coincidiendo con la aparicién de sus plantas
hospedantes. Las pinaceas debieron de surgir a finales del Triasico y con toda seguridad en el
Jurasico, pero serd el Cretacico el periodo de su diversificacion (Malloch et al. 1980).
Concretamente, el género Pinus debi6 haberse originado entre el Jurasico y el Cretacico Inferior,
mientras que otros géneros de las actuales pindceas habrian divergido de sus predecesores
hacia el Cretécico Superior e incluso en el Terciario (Nan 1995). Paralelamente, las familias mas
importantes de angiospermas ectomicorrizadas (Fagéceas, SalicAceas, Betulaceas) tuvieron
también su origen durante el Cretacico (Ding 1995, Li 1996, Malloch et al. 1980).



La aparicion de las ectomicorrizas parece obedecer a la necesidad de adaptacion a ambientes
inhoéspitos por parte de diferentes grupos vegetales arboreos con gran desarrollo aéreo, y por
tanto, con elevados requerimientos nutricionales, cuyos sistemas radicales habrian ido

evolucionando hacia formas jerarquicamente bien ramificadas (Honrubia 2009).
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(igura 1. Escala de tiempo geolégico, 550 millones de afios antes del presente. Adaptado de Honrubia (2009).

2.3. Cofilogenia

El interés por la influencia reciproca entre huéspedes y hongos simbiontes, y los patrones
evolutivos involucrados en la simbiosis, ha incrementado recientemente. Esto se atribuye a la
necesidad por ejemplo de identificar y desarrollar agentes de biocontrol contra pestes invasivas,
para mejorar la produccion agricola y forestal, y ademas para descifrar los procesos de
diversificacion en los organismos que estan involucrados en la asociacion (De Vienne et al. 2013,
Page 1990, Poulin y Morand 2004, Smith et al. 2008).

En general se acepta que la evolucion de los hongos simbioticos, que se encuentran asociados
a un numero limitado de huéspedes, debe estar estrechamente vinculada a la evolucion de sus

potenciales anfitriones (Klassen 1992). La comparacion de historias evolutivas entre huéspedes
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y sus simbiontes asociados se conoce como estudio cofilogenético, coevolutivo, o de
codivergencia (Paterson y Banks 2001). Un objetivo fundamental de este tipo de estudios, es
determinar los hechos evolutivos coincidentes que han generado la actual distribucién de las
especies simbiodticas asociadas, ademas de hallar una explicacion coherente de como los
simbiontes (en este caso los hongos) se han asociado a sus huéspedes (Brooks y McLennan
2003, De Vienne et al. 2013).

Dos grandes paradigmas se consideran para explicar las asociaciones actuales entre un hongo
simbidtico y su huésped: el primero se refiere a que una especie de hongo ha colonizado un
nuevo huésped o anfitrion, es decir a un nuevo linaje, lo que se conoce como asociacion por
colonizacion; el segundo se refiere a que la especie huésped ha heredado la asociacion
simbidtica de su antepasado mas reciente, a esto se conoce como asociacion por descendencia
(Brooks y McLennan 2003, De Vienne et al. 2013, Kliks 1990).

La asociacion por colonizacion propone que la presencia de un hongo simbiético en un huésped
se debe al cambio o traspaso del simbionte de un anfitrion a otro (Brooks y McLennan 2003),
esto sugiere gue el hongo debié experimentar un evento de especiacion después del aislamiento
de su poblacién ancestral, seguida por la colonizacién al nuevo huésped, siendo analoga esta
especiacion, a la dispersion hacia nuevas areas por parte de los organismos de vida libre. Por
otro lado, la asociacion por descendencia sugiere que el hongo simbiético ha sido heredado del
ancestro mas reciente del huésped. Esto indica que la especiacion por parte del simbionte se
producira cuando el huésped también experimente un cambio evolutivo, lo cual es analogo a la
especiacion del organismo de vida libre, después de un evento de vicarianza (Brooks y
McLennan 2003, Ronquist 2003).

El caracter heterotrofo de los hongos ectomicorricicos, los convierten en un grupo idéneo para
llevar a cabo estudios cofilogenéticos. Al establecer una asociacion biotrofica obligada con las
plantas, tienen usualmente una movilidad limitada, basandose principalmente de la transicion de
un huésped hacia otro, para obtener sus recursos energéticos (Smith y Read 2009). Esto significa
que la asociacion simbidtica entre planta-hongo, podria ser usada en los andlisis de asociacion
por descendencia o coespeciacion entre dos linajes, es decir cuando la especiacion en un linaje

es precedido por la especiacion del otro.

En este tipo de analisis pueden observarse varios patrones, que no siempre evidencian una
bifurcacion simultanea del linaje del huésped y del simbionte asociado (Figura 2a) es decir, la

obligada y especializada interaccion entre huéspedes y simbiontes (De Vienne et al. 2013,



Paterson y Banks 2001). Los analisis cofilogenéticos son capaces de reconocer algunos otros
tipos de eventos, tales como: la coespeciacién diacronica (Figura 2b, 2c), referida a la
especiacion del simbionte inicialmente sin la especiacion del huésped o viceversa,
produciéndose asi, una posterior especiacion del otro (Agosta et al. 2010, Giraud et al. 2010);
pérdida del huésped, en este caso el simbionte esta ausente de la poblacion huésped original,
es decir colonizando a una nueva especie huésped; duplicacion (especiacion independiente);
conmutaciones (colonizacién de un nuevo linaje); y las extinciones (Figura 2d) (De Vienne et al.
2013, Paterson y Banks 2001). En efecto, la consideracion de este tipo de sucesos hipotéticos,
ha permitido dar mas fundamento a los eventos de codivergencia entre huéspedes y sus

organismos asociados (Page 1990).

Un riguroso estudio cofilogenético debe incorporar cuatro etapas fundamentales: Primero, una
robusta taxonomia, del huésped y el simbionte; segundo, la construccion de las filogenias de
ambos grupos (huésped-simbionte); tercero, una comparacion cuantitativa de las filogenias de
ambos grupos (huésped-simbionte); y cuarto, una prueba estadistica para analizar las

incongruencias entre ambas filogenias (Clayton et al. 1996).

Actualmente existen muchos software bioinformaticos que incorporan los diferentes métodos de
analisis cofilogenético. EI método utilizado en este estudio permitié el analisis de los aspectos
filogenéticos de la coevolucion huésped-simbionte (Legendre et al. 2002), entre los hongos

ectomicorricicos del género Austropaxillus y sus huéspedes, especies del género Nothofagus. .
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Figura 2. Patrones cofilogenéticos resultantes de diferentes tipos de especificacion simbidtica. Las lineas negras representan el linaje
del huésped; las lineas rojas y azules representan los linajes del simbionte. (a) Coespeciacion, resultante en filogenias congruentes.
(b) Coespeciacion diacronica, resultante en filogenias congruentes, pero con ramas cortas en los linajes del simbionte. (c)
Duplicacién, resultante en filogenias incongruentes. (d) Coespeciacion ocurriendo a la vez con la especiacion independiente,
conmutacione, y extinciones, resultantes en filogenias incongruentes con pocas coincidencias entre los huéspedes y sus simbiontes.
Waptado de De Vienne et al. (2013).




2.4. Historia biogeografica del hemisferio sur

El hemisferio sur ha sido tradicionalmente considerado una clave para los estudios
biogeogréaficos, lo que se atribuye principalmente a su histérica vicarianza, considerada
responsable en gran medida de la distribucién de su biota. La historia biogeografica del
hemisferio sur es considerada un primer ejemplo del escenario de vicarianza. Conceptualmente
esto se resume en la distribucion disyunta transpacifica resultante de la secuencial ruptura de
Gondwana durante los ultimos 165 Ma (Figura 3), causando la division vicariante de su historia
ancestral (Brundin 1966, Raven y Axelrod 1972). Asi, la dispersion a larga distancia es
usualmente descartada como una primera explicacién causal de los patrones biogeograficos del

hemisferio sur (Sanmartin y Ronquist 2004).

A pesar de lo anterior, las reconstrucciones paleograficas indican que las historia biogeogréafica
del hemisferio sur, no puede ser enteramente explicada por una secuencia de eventos de
vicarianza (Pigram y Davies 1987). A pesar que recientes estimaciones moleculares, indican que
la ruptura de Gondwana en el Cretacico fue un importante mecanismo de diversificacion de aves
y mamiferos (Cracraft 2001, Eizirik et al. 2001), estudios moleculares de otros grupos (e.g.,
hongos y plantas), indican que la dispersion ha jugado un rol mas importante en el desarrollo de
la biota en el hemisferio sur de lo que se asumia (Peterson et al. 2010, Skrede et al. 2011).
Estudios biogeograficos recientes, basados en estimaciones moleculares y reconstrucciones
paleogeograficas mas exactas, indicarian que la dispersion a larga distancia puede haber sido
mas importante de lo que tradicionalmente se asume (Sanmartin y Ronquist 2004). A partir de
esto, los estudios cofilogenéticos estarian jugando un rol esencial para dar soporte a las

diferentes hip6tesis que giran alrededor de la historia biogeografica del hemisferio austral.

Los patrones de distribucién disyunta pueden ser explicados tanto por fragmentacién de un
ancestro generalizado (eventos de vicarianza o aislamiento), o por dispersion a través de una
barrera preexistente (Sanmartin y Ronquist 2004). Los métodos actuales de analisis
biogeogréafico se basan principalmente en el modelo de vicarianza, debido a que segun algunos
autores, casi cualquier patrén de distribucion podria ser explicado por la dispersion (Morrone y
Crisci 1995).

Es importante recalcar que las hip6tesis de vicarianza y dispersién a larga distancia, pueden ser

probadas por la concordancia entre los patrones filogenéticos y de distribucion de los diferentes
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organismos. Por lo tanto, los taxa que muestran el mismo patrén filogenético y de distribucion,
tales como el caso del género de hongo ectomicorricico Austropaxillus, y sus huéspedes
Nothofagus, son considerados como grupos que comparten una historia en comdn de eventos
geoldgicos de aislamiento y dispersién (Bresinsky et al. 1999, Garrido 1988, Jarosch 2001,
Skrede et al. 2011).

( )

Nueva Zelanda
Nueva Caledonia
Antartica

Sur América
Nueva Guinea

Australia

Tasmania

Figura 3. Arbol que muestra la hipétesis de la ruptura de Gondwana oriental, con una escala de tiempo en millones de afios. El tiempo
\de divergencia entre Australia y Nueva Guinea no estéa resuelto. Adaptado de Swenson et al. (2001).

J

Estimaciones de tiempos de divergencia, muestran que muchos grupos gondwanicos clasicos,
combinan un antiguo patrén de vicarianza con eventos de dispersién a larga distancia
relativamente recientes (Cooper et al. 2001). Existen grupos que se originaron después de la
ruptura continental, por lo tanto su distribucion puede ser explicada solo por la dispersion a larga
distancia a través de barreras ocednicas (Buckley et al. 2002). Por ejemplo La Flora de Nueva
Zelanda y Nueva Caledonia han sido consideradas un relicto de la flora gondwanica del Cretacico
Tardio, aislada a través del proceso de vicarianza. Sin embargo, de acuerdo a Pole (1994), los
registros paleobotanicos indicarian que la mayoria de la flora presente de Nueva Zelanda es
producto de la dispersion a larga distancia desde Australia, durante el Terciario Tardio después

que el resto de conexiones del antiguo bloque continental se separaran.

La dispersion a larga distancia, a través de las corrientes de vientos procedentes del oeste en el
hemisferio sur, es frecuentemente un argumento utilizado para explicar las estrechas relaciones
existentes entre los diversos grupos de plantas australes (e.g., Nothofagus), un patrén que
converge con la aceptada ruptura secuencial de Gondwana (Linder y Crisp 1995).
Coincidentemente, estos patrones también han entrado en conflicto en las hip6tesis de la

distribucion actual de hongos asociados a las plantas que presentan el mismo patron
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biogeogréfico (e.g., Austropaxillus, Cyttaria) (Bresinsky et al. 1999, Jarosch 2001, Peterson et al.
2010, Skrede et al. 2011).

Es por esto, que a pesar de los numerosos estudios de grupos individuales (e.g., Nothofagus),
aun persisten muchas preguntas fundamentales de esta disyuntiva. Por lo tanto, para lograr una
comprension més clara de los patrones biogeograficos del hemisferio sur, es necesario un
estudio que integre mas grupos relacionados entre ellos (e.g., asociaciones pardsitas,
simbidticas, y mutualistas). Las deficiencias de los estudios basados en grupos individuales,
como fenémenos aislados, y la necesidad de grandes cantidades de datos sobre los patrones
biogeogréaficos de distribucién son ampliamente reconocidos (Linder y Crisp, 1995, Sanmartin et
al. 2001, Seberg 1991). Al mismo tiempo, los avances metodolégicos recientes han hecho posible
el estudio de los patrones biogeograficos complejos con muchos mas detalles que antes,
incluyendo nuevas herramientas de analisis (e.g., andlisis cofilogenéticos). Con lo anterior, se ha
logrado establecer estudios que integran mas de un grupo taxonémico, considerando asi las
relaciones ecoldgicas establecidas entre estos (Peterson et al. 2010), hallandose explicaciones

mas coherentes sobre la historia biogeogréfica del hemisferio sur.

2.5. Biogeografia de Nothofagus

Desde que el inglés J.D. Hooker visité el hemisferio sur, el origen de su biota terrestre
principalmente, se ha convertido en un clasico caso de investigacién para los biogedgrafos
(Raven y Axelrod 1972). Uno de los vinculos mas estrechos entre América del Sur y Australasia

es la evidente distribucion disyunta del género Nothofagus (Nothofagaceae).

De acuerdo a los analisis morfolégicos y moleculares realizados por Heenan y Smissen (2013) y
otros autores (Dettmann et al. 1990, Hill y Jordan 1993, Hill y Read 1991, Manos 1997, Martin y
Dowd 1993, Setoguchi et al. 1997), el género Nothofagus comprende 42 especies, dividas en
cuatro subgéneros. Trisyngyne con 25 especies, distribuidas en Nueva Caledonia, Nueva Guinea
e Indonesia; Fucospora con seis especies, distribuidas en Nueva Zelanda, el sur de Sudamérica
y Australia; Lophozonia con seis especies, distribuidas en Nueva Zelanda, el sur de Sudamérica
y Australia; y Nothofagus con cinco especies, distribuidas en el sur de Sudamérica (Figura 4).
Junto con la Antértica, estas areas estuvieron unidas formando el antiguo bloque continental de
Gondwana (90-80 Ma) (Swenson et al. 2001).
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Tropie of Canricor, |

30

Figura 4. Las sombras de color negro indican la distribucién general del género Nothofagus en el hemisferio sur (Humphries 1981,
Q/Ianos 1997). )

Un extenso registro fosil, indica que Nothofagus fue un importante componente de la vegetacion
en estas masas de tierras durante el Cretacico Tardio y el Cenozoico (Dettmann et al. 1990, Hill
et al. 1999, Swenson et al. 2001). Ademas, fésiles de Nothofagus no han sido registrados en
Africa, Madagascar o india, lo que junto a la separacion estimada de Gondwana de estas masas
continentales (105 Ma), sugieren que el origen del género sucedi6 posterior a estos eventos (80
Ma) (Barron 1987).

Los esfuerzos por evaluar la biogeografia austral basada en métodos filogenéticos, de dispersiéon
y de vicarianza han mejorado ampliamente nuestro entendimiento del origen de los patrones de
disyuncion (Crisci et al. 1991, Humphries y Parenti 1999, Linder y Crisp 1995, Seberg 1991). Las
posibles incongruencias en estos analisis, podrian verse resueltas cuando se realizan estudios
que consideran las asociaciones establecidas en la naturaleza, entre Nothofagus y sus
organismos pardsitos, simbiontes o mutualistas asociados (Page 1994, Peterson et al. 2010,
Swenson et al. 2001). Se acepta por lo general que estos organismos (e.g., Cyttaria,

Austropaxillus) pueden experimentar procesos de especiacion muy ligados a los de sus
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potenciales huéspedes (e.g., Nothofagus), dando por tanto, mas soporte a las hipotesis

biogeogréaficas que se plantean en torno a un taxén u otro.
2.6. Biogeografia de Austropaxillus

En la actualidad los andlisis de secuencias moleculares, mediante métodos bioinformaticos, son
esenciales para dilucidar las relaciones filogenéticas entre los diferentes organismos vivientes.
El estudio de la distribucion de los hongos en un contexto evolutivo es relativamente nuevo
(Lumbsch et al. 2008, O'Donnell et al. 2011, Peay et al. 2010, Peterson et al. 2010, Skrede et al.
2011), y puede ser muy complejo, por el hecho que las especies suelen ser cripticas (Skrede et
al. 2011). Asi, los enfoques filogenéticos moleculares han probado ser fundamentales para la
identificacion de linajes Unicos con distribucion restringida (Taylor et al. 2006), quedando claro
que los huéspedes en el caso de los hongos simbidticos y parasitos imponen algunas
restricciones en su distribucion, aumentando la especificidad de estos con el aislamiento (Martin
et al. 2002, Taylor et al. 2006, Parrent et al. 2004).

La obligada relacion biotrofica entre especies del género ectomicorricico Austropaxillus
(Basidiomycota, Agaricomycetes) y sus huéspedes, plantas del género Nothofagus
(Nothofagaceae) ha captado la atencion Ultimamente de investigadores interesados en el estudio
de patrones evolutivos, al presentar ambos grupos una distribucién disyunta ampliamente ligada
(Figura 5) (Bresinsky et al. 1999, Jarosch 2001, Skrede et al. 2011). De acuerdo a los analisis
morfolégicos y moleculares realizados por Bresinsky et al. (1999), el género Austropaxillus,
comprende 9 especies, todas distribuidas en los ecosistemas temperados del hemisferio sur:
Austropaxillus macnabbii, distribuido en Nueva Zelanda; A. boletinoides, distribuido en Argentina
y Chile; A. chilensis, distribuido en Chile; A. contulmensis, distribuido en Chile; A.
infundibuliformis, distribuido en Australia; A. muelleri, distribuido en Australia; A. nothofagi,
distribuido en Nueva Zelanda; A. squarrosus, distribuido en Nueva Zelanda; y A. statuum,
distribuido en Argentina y Chile (Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y
Bresinsky 1985, Jarosch 2001, Skrede et al. 2011).

Al igual que con Nothofagus, se han barajado algunas hip6tesis acerca de la divergencia inicial
del género Austropaxillus. Una de las mas aceptadas es la dispersion a larga distancia, la cual
se refiere a la dispersion transoceanica desde un continente a otro por aire o mar; la segunda
explicacion guarda relacion con el proceso de vicarianza, es decir, a la interposicion de la barrera
oceanica como la causa de la fragmentacién de una biota original, situada inicialmente en un

continente Unico, Gondwana, fragmentado después, segln la teoria de la tectonica de placas
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(De Queiroz 2005, Lumbsch et al. 2008, Peay et al. 2010, Skrede et al. 2011, Wiley 1988). Sin
embargo hay pocas evidencias sobre la distribucion de Austropaxillus en el antiguo bloque
meridional de Pangea (Skrede et al. 2011).

En general la hipo6tesis acerca de los eventos de divergencia coincide para Austropaxillus y
Nothofagus (Cook y Crisp 2005, Cracraft 1975, Crisp et al. 1999, Darlington 1965, Dettmann et
al. 1990, Jarosch 2001, McLoughlin 2001, Sanmartin y Ronquist 2004, Skrede et al. 2011,
Steenis 1971, Upchurch 2008). Por lo tanto la asociacién simbidtica entre las especies del género
de hongo micorricico Austropaxillus, y sus huéspedes, especies del género de plantas,
Nothofagus (Bresinsky et al. 1999), podria considerarse un nuevo ejemplo de cofilogenia, y la
distribucion del género Austropaxillus podria ser usado para efectos de andlisis biogeograficos

en hongos.

2.7. Asociacién simbidtica entre hongos formadores de ectomicorrizas del

género Austropaxillus, y sus huéspedes especies del género Nothofagus

Las tendencias fitogeograficas son complejas y su analisis requiere considerar todos los
componentes del sistema (factores bidticos y abidticos), por ejemplo tanto éarboles de
angiospermas (en el caso del género Nothofagus) como de gimnospermas (en el caso de la
familia Pinaceae) con hongos ectomicorricicos, se vuelven dominantes en algunas regiones del
hemisferio sur (Brundrett 2002). Factores climéticos y del suelo son importantes de considerar,
ya que generalmente en los climas mas frios y suelos con mayor cantidad de materia organica

las ectomicorrizas tienden a ser dominantes (Brundrett 1991).

Las afinidades taxondmicas de los organismos que forman estas asociaciones simbiéticas han
sido evaluadas, haciéndose hincapié en la distribucion geografica de las plantas en relacién con
los hongos formadores de ectomicorrizas. Read et al. (2004) sugieren que la coevolucion de las
plantas con las asociaciones de micorrizas, y la adaptacion a las condiciones climaticas han sido

uno de los rasgos definitorios de los ecosistemas del hemisferio sur.

La evidencia de la estrecha relacién de hongos ectomicorricicos con plantas ha sido reportada
en ambos hemisferios (Brundrett 2002, Skrede et al. 2011). En el hemisferio norte, las
ectomicorrizas son muy importantes en brezales y biomas de bosques boreales, que en conjunto
cubren gran parte de su biomasa (Read et al. 2004). Una indiscutible asociacion entre hongos
ectomicorrizicos del género Austropaxillus y plantas del género Nothofagus, ha sido reportada
también en bosques de Nothofagus y Eucalyptus en el hemisferio meridional (Bresinsky et al.

1999, Skrede et al. 2011). Esta asociacién se vuelve comuan, tanto en los bosques del sur de
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Nueva Zelanda, Australia, y el sur de Sudamérica (Bresinsky et al. 1999, Gamundi y Horak 1995,
Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Jarosch 2001, Skrede et al. 2011).

Son pocos los hongos que estan restringidos a una fuerte especificidad por la planta hospedera.
Los casos mas conocidos son Alpovo diplopholoeus, supuestamente restringido al género Alnus,
Leccnum auratiacum, asociado a Populus tremula, y Suillus grevillei, simbionte de distintas
especies de Larix, aungque también se ha descrito en asociacion con otras coniferas (Grubisha et
al. 2012, Linnemann 1971, Trappe 1962). Se ha documentado que Austropaxillus forma
ectomicorrizas con raices de Nothofagus, con las cuales guarda una fuerte relacion (Bresinsky
et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Skrede et al. 2011),
encontrandose restringido al hemisferio meridional templado (sur de Sudamérica, Australia y
Nueva zelanda). Sin embargo, a pesar de conocerse la estrecha relacion entre Austropaxillus y
Nothofagus, ha sido muy dificil estudiar su especificidad, ya que las especies del hongo se
encuentran mezcladas en los bosques (muchas veces también mixtos) de Nothofagus (Bresinsky
et al. 1999).

2.8. Asociaciones ectomicorricicas y conservacion

En la actualidad se acepta que los hongos ectomicorricicos forman una asociacién simbiotica
obligada con una gran cantidad de plantas. En estudios controlados, ha sido bien documentado
que las plantas en general reciben beneficios de los hongos, principalmente mejorando el estado
nutricional, e incrementando la tolerancia al estrés hidrico. A cambio, la planta le provee al hongo

los carbohidratos procedentes de la fotosintesis (Smith y Read 2009).

Estos beneficios a su vez, tienen el potencial de alterar el resultado de la competicidén
intraespecifica de plantas (Chen et al. 2000, Fitter 1977, Grime et al. 1987, Hartnett et al. 1993),
e influyen en la sucesion vegetal de las comunidades naturales (Allen y Allen 1990, Gange et al.
1993, Hartnett y Wilson 1999, Smith et al. 1998). Miller y Jastrow (1992) sugieren que las
micorrizas probablemente previenen el estancamiento en el desarrollo de comunidades

vegetales, y consecuentemente podrian jugar un importante rol en la rehabilitacion ecoldgica.

Relativamente pocos estudios han documentado los efectos de la micorrizas en restauracion
ecoldgica. Esto se debe principalmente a la dificultosa y cara inoculacion de grandes areas con
hongos micorricicos (Jasper 1994). Algunos estudios a pequefia escala han demostrado que
podrian tener efectos beneficiosos para los sitios restaurados. Johnson (1998) encontr6 que la
inoculacion con hongos micorricicos increment6 el crecimiento de un pasto nativo (Panicum

virgatum), en suelos con residuos mineros, y bajos niveles de fosforo. En sitios de similares
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condiciones Noyd et al. (1995, 1996) y otros autores (Smith et al. 1998, White et al. 2008), han
encontrado que la inoculacion de micorrizas resulta en un incremento altamente significativo de
la cobertura vegetal. La contribucion de los escasos estudios de la utilizacion de hongos
ectomicorrizicos en el campo de la conservacion ecoldgica ha sido alta (Bassani et al. 2013,
Miller y Jastrow 1992, Smith y Read 1997), sin embargo el uso de esta alternativa no ha sido

considerada en la mayoria de proyectos de conservacion.

Muchas especies del género Nothofagus en los bosques y matorrales de Australasia y
Sudamérica, como muchas otras especies en su entorno natural en todo el mundo, han sufrido
importantes disturbios derivados de la ocupacién humana y de las actividades de uso intensivo
y extensivo (Laclau 1997, Veblen et al. 2003). Esto, unido a la importancia de este género en los
bosques australes, aumenta la necesidad del establecimiento de regeneracion natural y
restauracion de los sistemas ecoldgicos. Por esta razon en el campo de la conservacion
bioldgica, los programas de restauracion forestal se han implementado, requiriendo el uso de
plantas de semilleros de alta calidad que puedan sobrevivir en condiciones adversas (Bassani et
al. 2013).

Para muchas especies del género Nothofagus en el hemisferio sur, es claro que el crecimiento y
la supervivencia, comiunmente dependen de la colonizacién por hongos ectomicorricicos, es asi
que forman asociaciones obligadas con estos hongos. Los bosques nativos alterados pierden
sus in6culos de hongos ectomicorricicos debido a la degradacién, y las actividades de
deforestacion, por tal motivo los proyectos de conservacion, deberian contemplar entre sus
objetivos introducirlos y/o restablecerlos (Pera y Parladé 2005, Valenzuela 1993). El momento
mas oportuno y apropiado suele ser el inocular los hongos ectomicorricicos durante la produccion
de las plantas en los viveros, por tal motivo, conocer qué tipo de especies de hongos
ectomicorricicos estan asociados a estas plantas es fundamental para lograr los resultados
esperados en conservacion. Los estudios cofilogenéticos pueden ser importantes al ayudar a
reconocer las especies que podrian representar los posibles candidatos al plantear un manejo

para su potencial propagacion.

Actualmente existe un desconocimiento de la totalidad de hongos ectomicorricicos asociados a
los &rboles del género Nothofagus, a pesar que algunos estudios han revelado el alto potencial
de estos hongos en programas de conservacion para especies de este género, y otras especies
forestales del hemisferio austral (Barroetavefia et al. 2005, Barroetavefia y Rajchenberg 2003,
Bassani et al. 2013, Smith y Read 2009).
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3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En este trabajo se buscé resolver la hip6tesis cofilogenética entre hongo-planta, poniendo a
prueba la hipotesis alternativa de historias evolutivas dependientes. El objetivo general del
estudio fue realizar un analisis cofilogenético entre hongos formadores de ectomicorrizas del
género Austropaxillus y arboles del género Nothofagus, con énfasis en las implicancias de la
informacién evolutiva sobre la asociacion entre estos grupos, en el campo de la conservacion.
Como objetivos especificos se planted: (1) construir las filogenias de los hongos formadores de
ectomicorrizas del género Austropaxillus, y del género Nothofagus, utilizando secuencias
disponibles en las bases de datos; (2) Desarrollar un escenario hipotético de las relaciones
filogenéticas del género de hongo ectomicorricico Austropaxillus y sus huéspedes especies del
género Nothofagus (asociacion simbidtica mutualista), y su relacién con la aparente distribucion
restringida al hemisferio meridional. (3) A partir de lo anterior, analizar las implicancias de la

informacion cofilogenética en la conservacion de la asociacion simbiético entre ambos taxa.

4. MATERIAL Y METODO

4.1. Area de estudio

Nothofagus es un componente importante de la flora arb6rea en el hemisferio sur, e integra 42
especies distribuidas en América del Sur, Nueva Zelanda, Australia (incluyendo Tasmania),
Nueva Caledonia y Nueva Guinea (Bremer et al. 2009, Darlington 1965, Dettmann et al. 1990,
Heenan y Smissen 2013, Hill y Jordan 1993, Hill y Read 1991, Manos 1997, Martin y Dowd 1993,
Setoguchi et al. 1997, Tanai 1986, Van Steenis 1971). En este estudio sé6lo se consider6 la zona
de distribucion de las especies de Nothofagus que han sido reportadas como huéspedes de los
hongos ectomicorricicos del género Austropaxillus (Figura 5) (Binder et al. 2010, Binder y Hibbett
2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Horak
1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et al. 2011, Teasdale et al. 2013, Valenzuela et
al. 1998).
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Figura 5. Distribucién de las especies existentes de Nothofagus, representadas en el area del Pacifico Sur. Sudeste de Australia
(ASE), Nueva Caledonia (NCA), Nueva Guinea (NGU), Nueva Zelanda (NZE), Sudamérica (SAM), Tasmania (TAS) (Swenson et al.
2001). Las sombras oscuras representan la distribucion actual del género Nothofagus. Los circulos en gris representan la distribucion
actual de las especies de Nothofagus que han sido reportadas como huéspedes de los hongos ectomicorricicos del género
\ Austropaxillus )

4.2. Taxa utilizados en el andlisis cofilogenético

De acuerdo a estudios filogenéticos anteriores, los clados utilizados en este trabajo (clados de
los géneros Nothofagus y Austropaxillus), se encuentran bien definidos en las filogenias
existentes para ambos grupos (Bresinsky et al. 1999, Heenan y Smissen 2013, Manos 1997,
Sauquet et al. 2012, Skrede et al. 2011).

Para efectos del andlisis cofilogenético, sélo se consideraron las especies de Nothofagus que
han sido reportadas en la bibliografia como huéspedes de los hongos ectomicorricicos
Austropaxillus (Tabla 1). En el caso de Austropaxillus, se consideraron las especies que cuentan
con informacion molecular en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), asegurandose
que estén representadas en Sudamérica, Australia, y Nueva Zelanda (Tabla 1), sitios donde se
ha reportado las asociaciones simbiéticas establecidas entre ambos taxa (Binder et al. 2010,
Binder y Hibbett 2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky
1985, Horak 1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et al. 2011, Teasdale et al. 2013,
Valenzuela et al. 1998). Lo anterior para inferir de manera coherente, sobre la hipotesis
cofilogenética, y estrecha distribucion disyunta en ambos grupos. Ademas se utilizd la
informacion depositada en las diferentes bases de datos, tales como: GenBank, Global

Biodiversity Information Facility (http://data.gbif.org/welcome.htm), y MycoBank (Crous et al.
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2004; Robert et al. 2005) (http://www.mycobank.org/), para verificar la informacion sobre las

asociaciones simbidticas registradas hasta la actualidad entre Nothofagus y Austropaxillus.

-

~

Austropaxillus Afio de la . Subgénero . - e
(simbionte) publicacion Nothofagus (huésped) del huésped Distribucién geogréfica
Nothofagus alpina (Poeppl. & Endl.) Lophozonia Sudamérica
Oerst.
Nothofagus antarctica (Forst) Oerst. Nothofagus Sudameérica
) Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. Nothofagus Sudamérica
Austropaxillus ) L.
boletinoides (Singer) 1999 Nothofagus glauca (Phil.) Krasser. Lophozonia Sudameérica
Bresinsky & Jarosch Nothofagus pumilio (Poeppl. & Endl.) Sudamérica
Krasser. Nothofagus
Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. Lophozonia Sudameérica
Nothofagus betuloides (Mirb.) Oerst. Nothofagus Sudameérica
Nothofagus nitida (Phil.) Krasser. Nothofagus Sudamérica
Austropaxillus chilensis . . L
(Garrido) Bresinsky & Nothofagus alpina (Poeppl. & Endl.) Lophozonia Sudamérica
1999 Oerst.
Jarosch
Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. Nothofagus Sudameérica
Austropaxillus
contulmensis (Garrido) 1999 Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. Lophozonia Sudamérica
Bresinsky
Nothofagus antarctica (Forst) Oerst. Nothofagus Sudameérica
i (M Sudamérica
Austropaxillus statuum Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. Nothofagus -
(Speg.) Bresinsky & 1999 Nothofagus betuloides (Mirb.) Oerst. Nothofagus Sudamérica
Jarosch ili
Nothofagus pumilio (Poeppl. & Endl.) Sudamérica
Krasser. Nothofagus
Nothofagus nitida (Phil.) Krasser. Nothofagus Sudamérica
Austropaxillus
infundibuliformis . . . .
(Cleland) Bresinsky & 1999 Nothofagus cunninghamii (Hook.) Oerst. Lophozonia Australia
Jarosch
Austropaxillus macnabbii
(Singer, J. Garcia & L.D. 2001 Nothofagus menziesii (Hook.) Oerst. Lophozonia Nueva Zelanda
GoOmez) Jarosch
Austropaxillus muelleri
(Berk.) Bresinsky & 1999 Nothofagus moorei (Muell.) Krasser. Lophozonia Australia
Jarosch
Austropaxillus nothofagi
(McNabb) Bresinsky & 1999 Nothofagus menziesii (Hook.) Oerst. Lophozonia Nueva Zelanda
Jarosch
Austropaxillus
squarrosus (McNabb) 1999 Nothofagus menziesii (Hook.) Oerst. Lophozonia Nueva Zelanda

Bresinsky & Jarosch

Tabla 1. Especies de Austropaxillus, y sus potenciales huéspedes, en relacién a su distribucién geografica. Fuente: GenBank
(http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/); Global Biodiversity Information Facility (http://data.gbif.org/welcome.htm); MycoBank (Crous
et al. 2004; Robert et al. 2005) (http://www.mycobank.org/); Binder et al. (2010); Binder y Hibbett (2002, 2006); Bresinsky et al. (1999);
Garrido (1981, 1985, 1988); Garrido y Bresinsky (1985); Horak (1979, 1980); Jarosch (2001); Singer (1964); Skrede et al. (2011);
Teasdale et al. (2013); y Valenzuela et al. (1998). Las combinaciones (simbionte-huésped) marcadas con letras de color gris no

Kfueron incluidas en el analisis por falta de datos moleculares.

J
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4.3. Andlisis filogenético de Nothofagus

Actualmente existen varios estudios donde se ha construido la filogenia del género Nothofagus
(Dettmann et al. 1990, Heenan y Smissen 2013, Manos 1997, Martin y Dowd 1993, Sauquet et
al. 2012, Setoguchi et al. 1997). Sin embargo, para efectos de este estudio se volvié a construir
una filogenia, necesaria para posteriores analisis (estimacion de tiempo de los principales

eventos de divergencia, y analisis cofilogenético).

Para el andlisis filogenético del género se utilizaron secuencias de ADN obtenidas de GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/): Los marcadores moleculares que se utilizaron fueron las
secuencias nucleares ITS1, 5,8S, ITS2 y sus espaciadores transcritos no codificantes (Manos
1997), y las siguientes secuencias del cloroplasto: dos genes codificantes de proteinas (atpB y
rbcL) (Sauquet et al. 2012) y tres regiones no codificantes (el espaciador intergénico atpB-rbcL,
el gen trnL y el espaciador intergénico trnL-trnF) (Martin y Dowd 1993, Setoguchi et al. 1997).
Todas estas secuencias habian sido previamente utilizadas en filogenia de Nothofagus, por lo

que su poder de resolucion estaba estudiado.

Veintisiete especies del género Nothofagus fueron utilizadas como un grupo interno (ingroup en
inglés) para construir su filogenia. Adicionalmente se incluyé un grupo externo (outgroup en
inglés) para enraizar el arbol filogenético, consistente en un miembro del orden Fagales, Fagus
St.- Lag. (1880) (Fagaceae) (Soltis et al. 2007, Wang et al. 2009, Moore et al. 2010), especie que
no estd ni muy cercana, ni muy lejana filogenéticamente relacionada al género Nothofagus
(Burleigh et al. 2009). La identifacion y los nimeros de acceso a la informacion molecular para

todas las especies utilizadas en el andlisis, estan enlistados en el apéndice 1.

Para poder comparar sitios homdélogos, las secuencias moleculares de cada uno de los genes
se alinearon utilizando el programa ClustalX version 2.0. (Higgins et al. 1994, Thompson et al.
1997, Chenna et al. 2003, Larkin et al. 2007) y luego se editaron manualmente con BioEdit v.7.0.1
(Hall 1999). Un modelo de sustitucion de nucleétidos (modelo de evolucion), fue seleccionado a
partir de la ejecucion del programa MrModeltest 2.3. (Posada y Crandall 1998, 2001, Nylander
2004). The General Time Reversible plus Gamma (GTR + | + G) (Rodriguez et al. 1990, Yang et
al. 1994), fue el modelo de sustitucion de nucleétidos seleccionado para el andlisis de los datos

genéticos, basado en el criterio de informacion de Akaike (Posada y Crandall 1998, 2001).

Un analisis bayesiano usando el programa Mr. Bayes 3.2.2. (Ronquist y Huelsenbeck 2003), se
llevé a cabo con las secuencias alineadas, las cuales consistieron en 5.444 pares de bases. Se

ejecuto una corrida de 6.000.000 de generaciones, guardando los arboles cada 1.000, con cuatro
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cadenas. Para constatar si las cadenas de Markov convergian, se monitored la desviacion
estandar de la frecuencia de ruptura (SDSF, por sus siglas en inglés), descartdndose todos los
arboles previos a la estabilidad, cuando la SDSF cayé por debajo de 0.01. El soporte estadistico
de los nodos se infirid a partir de las probabilidades posteriores entregadas por el analisis
bayesiano. Finalmente el arbol filogenético resultante de la inferencia bayesiana, fue analizado,
y ademas editado para una mejor presentacion de los resultados, mediante el uso del programa
FigTree v.1.4.0. (Rambaut 2008).

4.4. Analisis filogenético de Austropaxillus

Para el analisis filogenético del género Austropaxillus se utilizaron las siguientes secuencias
nucleares obtenidas de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/): LSU (por sus siglas en
inglés Large SubUnit, que codifica para la region 25-28S del ARN ribosomal); SSU (por sus siglas
en inglés Small SubUnit, que codifica para la region 18S del ARN ribosomal), ademas de la
subunidad 5,8S, y los genes rpb2 y tef 1 (Binder et al. 2010, Bresinsky et al. 1999, Huckfeldt et
al. 2011, Jarosch 2001, Kauserud et al. 2006, Maurice 2011, Skrede et al. 2011). Todas estas
secuencias habian sido previamente utilizadas en filogenia de Austropaxillus, por lo que su poder

de resolucién estaba estudiado.

Seis especies del género Austropaxillus fueron utilizadas como un grupo interno (ingroup en
inglés) para construir su filogenia. Adicionalmente se incluyé un grupo externo (outgroup en
inglés) para enraizar el arbol filogenético, consistente en varios miembros del orden Boletales,
de los géneros: Serpula (Serpulaceae); Tapinella (Tapinellaceae); Suillus (Suillaceae); y Boletus
(Boletaceae) (Skrede et al. 2011), grupos que no estan ni muy cercana, ni muy lejana
filogenéticamente relacionados al género Austropaxillus (Bresinsky et al. 1999, Skrede et al.
2011). Los numeros de acceso de Genbank para todas las especies utilizadas en el analisis,

estan enlistados en el apéndice 2.

Para poder comparar sitios homologos, las secuencias moleculares de cada uno de los genes
se alinearon utilizando el programa ClustalX version 2.0. (Higgins et al. 1994, Thompson et al.
1997, Chenna et al. 2003, Larkin et al. 2007) y luego se editaron manualmente con BioEdit
v.7.0.1 (Hall 1999); y. Un modelo de sustitucion de nucleétidos (modelo de evolucion), fue
seleccionado a partir de la ejecucion del programa MrModeltest 2.3. (Posada y Crandall 1998,
2001, Nylander 2004). The General Time Reversible plus Gamma (GTR + | + G) (Rodriguez et
al. 1990, Yang et al. 1994), fue el modelo de sustitucion de nucle6tidos seleccionado para el

analisis de los datos genéticos, basado en el criterio de informacion de Akaike (Posada y Crandall

22



1998, 2001).Todo con base en los alineamientos de las secuencias del ADN nuclear realizadas
para Austropaxillus, obtenidas de las distintas publicaciones, cuyo objetivo principal haya sido el
andlisis filogenético del grupo (Binder et al. 2010, Bresinsky et al. 1999, Huckfeldt et al. 2011,
Jarosch 2001, Kauserud et al. 2006, Maurice 2011, Skrede et al. 2011).

Un andlisis bayesiano usando el programa Mr. Bayes 3.2.2. (Ronquist y Huelsenbeck 2003), se
llevé a cabo con las secuencias alineadas, las cuales consistieron en 6.122 pares de bases. Se
ejecuto una corrida de 6.000.000 de generaciones, guardando los arboles cada 1.000, con cuatro
cadenas. Para constatar si las cadenas de Markov convergian, se monitore6 la desviacion
estandar de la frecuencia de ruptura (SDSF, por sus siglas en inglés), descartandose todos los
arboles previos a la estabilidad, cuando la SDSF cayé por debajo de 0.01. El soporte estadistico
de los nodos se infiri6 a partir de las probabilidades posteriores entregadas por el analisis
bayesiano. Finalmente el arbol filogenético resultante de la inferencia bayesiana, fue analizado,
y ademas editado para una mejor presentacion de los resultados, mediante el uso del programa
FigTree v.1.4.0. (Rambaut 2008).

4.5. Analisis de la estimacién del tiempo de divergencia para Nothofagus

Se utiliz6 la base de datos obtenida de la publicacion original de Sauquet et al. (2012), quienes
usaron al género Nothofagus para inferir los tiempos de divergencias en los cuatro subgéneros
del grupo. El tiempo de divergencia fue estimado usando el software Bayesian Evolutionary
Analysis Sampling Trees (BEAST) v. 1.7.5. (Berbee y Taylor 2010, Drummond et al. 2006,
Drummond y Rambaut 2007).

Los archivos Xml para el andlisis en BEAST fueron construidos usando BEAULi 1.7.5. (Paquete
de BEAST) (Drummond y Rambaut 2007). Se analizaron los datos bajo el tratamiento propuesto
por Sauquet et al. (2012), usado para inferir en los tiempos de divergencia de Nothofagus [Clock
Models: uncorrelated lognormal relaxed (UCLD)]. En la corrida se utiliz6 como criterio el arbol
previo de Yule (Yule 1925), el cual asume una constante tasa de especiacion para cada rama en
el arbol (Gernhard 2008, Gernhard y Tylor 2010). Una distribucién lognormal fue usada
previamente en toda la calibracién de los nodos. Este criterio permitié fijar la edad promedio,

minima, y maxima estimada para los nodos del &rbol filogenético.

La convergencia de cada cadena a la distribucion destino se evalu6 usando Tracer 1.5
(Drummond et al. 2006, Drummond y Rambaut 2007). Después de la convergencia, las cadenas

fueron muestreadas cada 1.000 pasos hasta obtener 10.000 muestras. El modelo fijado de los
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modelos de ecuanimidad (UCLN) fue evaluado con factores Bayes, usando Tracer 1.5
(Drummond et al. 2006, Drummond y Rambaut 2007).

Para calibrar la divergencia entre los grupos se utilizé el fésil conocido mas antiguo (Sauquet et
al. 2012), Nothofagidites lachlaniae (Couper 1954) Pocknall y Mildenhall 1984 (Dettmann y
Thomson 1987) de la isla James Ross, en la Antértida. Los fosiles datan del Campaniano tardio
al Maastrichtiano (Crame et al. 2004). De acuerdo a la escala de tiempo genealdgica (Gradstein
et al. 2004), la edad minima estimada para este fésil seria de 65,5 millones de afios (Sauquet et
al. 2012).

4.6. Anadlisis de la estimacion del tiempo de divergencia para Austropaxillus

Para la estimacion del tiempo de divergencia de Austropaxillus, se utilizé el método empleado
por Peterson et al. (2010) en la cofilogenia de los hongos parasitos del género Cyttaria y sus
huéspedes Nothofagus teniendo como base el trabajo realizado por Skrede et al. (2011) para la
familia Serpulaceae. Se usé el conjunto de datos de la filogenia, y el programa computacional
Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST) v. 1.7.5. (Berbee y Taylor 2010,
Drummond et al. 2006, Drummond y Rambaut 2007,).

Los archivos Xml para el analisis en BEAST fueron construidos usando BEAUti 1.7.5. (Paquete
de BEAST) (Drummond y Rambaut 2007). Se analizaron los datos bajo el tratamiento propuesto
por Skrede et al. (2011), usado para inferir los tiempos de divergencia de la familia Serpulaceae
[Clock Models: uncorrelated lognormal relaxed (UCLD)]. En la corrida se utiliz6 como criterio el
arbol previé de Yule (Yule 1925), el cual asume una constante tasa de especiacion para cada
rama en el arbol (Gernhard 2008, Gernhard y Tylor 2010). Una distribucién lognormal fue usada
previamente en toda la calibracion de los nodos, este criterio permitié fijar la edad promedio,

minima, y maxima estimada para los nodos del arbol filogenético.

La convergencia de cada cadena a la distribucién destino se evalué usando Tracer 1.5
(Drummond et al. 2006, Drummond y Rambaut 2007). Después de la convergencia, las cadenas
fueron muestreadas cada 1.000 pasos hasta obtener 50.000 muestras. El modelo fijjado de los
modelos de ecuanimidad (UCLN) fue evaluado con factores Bayes, usando Tracer 1.5
(Drummond et al. 2006, Drummond y Rambaut 2007).

Dado que no existen fosiles conocidos para el género Austropaxillus, ni para la familia
Serpulaceae, se procedi6 a calibrar el andlisis del tiempo de divergencia del género, mediante

la edad estimada de los antepasados mas reciente de sus potenciales huéspedes (Sauquet et
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al. 2012). Se tom6 como criterio el ejemplo de Drummond y Rambaut (2007), quiénes realizaron

un estudio con virus.
4.7. Asociaciones simbidticas entre Nothofagus y Austropaxillus

La informacion de las relaciones simbidticas hongo-planta, utilizadas para inferir en la hipétesis
cofilogenética, fueron tomadas de la bibliografia disponible (Binder et al. 2010, Binder y Hibbett
2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Horak
1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et al. 2011, Teasdale et al. 2013, Valenzuela et
al. 1998). Ademéas, se utlizaron las siguientes bases de datos: GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), MycoBank (Crous et al. 2004; Robert et al. 2005)
(http://www.mycobank.org/), y Global Biodiversity Information Facility
(http://data.gbif.org/welcome.htm) (Tabla 1).

4.8. Analisis Cofilogenético

Para el andlisis cofilogenético se utiliz6 el método de distancia, implementado en el software
COPYCAT (Meier-Kolthoff et al. 2007), que es una envoltura o interfaz para ParaFit (Legendre
et al. 2002). Este software evalla la hipétesis nula de asociacién aleatoria entre los hongos y los
huéspedes. Los arboles del huésped y el hongo, incluyendo longitudes de rama, ademas de un
archivo de asociacion representando las posibles combinaciones hongo-hospedador (la mayoria
de los hongos del género Austropaxillus estan asociados con mas de un huésped y viceversa)
se introdujeron en COPYCAT. Las pruebas de asociacion al azar se realizaron con 9999
permutaciones globales, a través de las dos filogenias para cada asociacién huésped-parasito
(Legendre et al. 2002). En ambas filogenias, para cada asociacién huésped-hongo, la
significancia se valu6 con un valor de P = 0.05. A diferencia de otros métodos, como el basado
en el arbol filogenético, que valla solamente relaciones simbiéticas entre un simbionte y un
huésped, el método de distancia es capaz de adaptarse a cualquier tipo de asociacion huésped-
simbionte (Lengendre et al. 2002), incluyendo simbiontes generalizados (asi como arboles con
politomias), condicidn que ha sido reportada para Austropaxillus por Bresinsky et al. (1999). Los
eventos hipotéticos (escenario) acorde a los resultados del andlisis, y considerando los tiempos
de divergencia en las filogenias de ambos taxa, fueron expresados en un grafico con los criterios

cofilogenéticos descritos por De Vienne et al. (2013) (Figura 2).

4.9. Andlisis sobre las implicancias de la informacion cofilogenética en la

conservacion de la simbiosis ectomicorricica
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Con los resultados obtenidos del analisis cofilogenético, y en concordancia con la bibliografia
existente (Jasper 1994, Noyd et al. 1995, 1996, Johnson 1998, Smith et al. 1998, White et al.
2008, Bassani et al. 2013), se analizaron las implicancias de la informacién cofilogenética en la
conservacion de las relaciones simbiéticas entre las especies de Nothofagus con los hongos
ectomicorricicos estudiados (Barrett et al. 2010, Otero y Flanagan 2005, Rasmussen y Whigham
1998, Rasmussen y Rasmussen 2009, Tremblay et al. 2005, Waterman y Bidartondo 2008). Este
tipo de estudios se plantea como herramienta adicional a las estrategias de conservacion ya
conocidas (Barroetavefia et al. 2005, Barroetavefia y Rajchenberg 2003, Bassani et al. 2013,
Smith y Read 2009), considerando la historia evolutiva de las asociacion ectomicorricica para su

ejecucion.

5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Filogenias del huésped y simbionte
5.1.1. Filogenia de Nothofagus

El analisis filogenético de los datos moleculares arroj6é una filogenia totalmente resuelta, y bien
sustentada, que sirve como marco para la interpretacion de la biogeografia histérica de
Nothofagus. El arbol resultante del consenso de mayoria (50%) de 6.001 arboles, con el soporte
para cada clado, estimado mediante un analisis bayesiano se muestra en la Figura 6. El analisis
encontré un fuerte soporte para los cuatro grupos monofiléticos del género Nothofagus (Tabla 1).
La relacion entre éstos también esta fuertemente soportada, y es consistente con estudios
previos sobre la filogenia del género (Martin y Dowd 1993, Manos 1997, Setoguchi et al. 1997,
Jordan y Hill 1999, Cook y Crisp 2005, Knapp et al. 2005, Sauquet et al. 2012, Heenan y Smissen
2013). Como se ha indicado en previos estudios, los dos subgéneros huéspedes de
Austropaxillus, Lophozonia y Nothofagus, son individualmente monofiléticos pero no forman un
clado conjunto (Manos 1997, Peterson at al. 2010, Sauquet et al. 2012, y Heenan y Smissen
2013). El clado Lophozonia (Australia, incluyendo Tasmania, Nueva Zelanda y América del Sur)
aparece en la base del grupo, como hermano del resto de los subgéneros. Por su parte, en este
y en estudios anteriores (Manos 1997, Peterson at al. 2010, Sauquet et al. 2012, y Heenan y
Smissen 2013), se muestra que el subgénero Fuscospora (Australia incluida Tasmania, Nueva
Zelanda y América del Sur), es hermano del clado formado por los subgéneros Trisyngyne
(Nueva Caledonia y Nueva Guinea); y Nothofagus (América del Sur). Al igual que las filogenias
moleculares anteriores, esta filogenia muestra tres clados con distribucion transantartica:

Fuscospora y Lophozonia con distribuciones en Sudamérica, Australia y Nueva Zelanda, y el
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clado Trisyngyne — Nothofagus, distribuido en Sudamérica, Nueva Caledonia y Nueva Guinea.
Estos patrones de distribucion fueron predichos por Hill (2001), y han sido corroborados en
estudios mas recientes usando datos moleculares (Manos 1997, Martin y Dowd 1993, Sauquet
et al. 2012). Lo anterior ademas se sustenta con la informacion sobre la distribucion pasada de
Nothofagus. Los datos sobre el polen fésil asignado a los tipos polinicos actuales, son
compatibles con la distribucion ancestral contindia para los cuatro grupos modernos, abarcando
desde América del Sur a Australia, antes de la separacion de los bloques continentales (90-80
Ma) (Dettman et al. 1990).

4 )

SN

Figura 6. Filogenia resultante del consenso de mayoria (50%) de 6.001 arboles para el género arbéreo Nothofagus a partir de un
andlisis bayesiano. El arbol filogenético se construy6 a partir de un conjunto de datos que consistié en 5.444 pares de bases que
incluyeron las secuencias nucleares ITS1, 5,8S, ITS2 y sus espaciadores transcritos no codificantes, y las secuencias del cloroplasto,
dos genes codificantes de proteinas (atpB y rbcL) y tres regiones no codificantes (el espaciador intergénico atpB-rbcL, el gen trnL y
el espaciador intergénico trnL-trnF). Los numeros en las ramas muestran su soporte (probabilidad posterior >0.95). Los subgéneros
Qsociados a hongos ectomicorricicos del género Austropaxillus estan encerrados en cuadros de lineas punteadas. j
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5.1.2. Filogenia de Austropaxillus

El andlisis filogenético de los datos moleculares produjo una filogenia resuelta, y bien sustentada,
lo cual también sirve como marco para la interpretacion de la biogeografia histérica de
Austropaxillus. El arbol resultante del consenso de mayoria (50%) de 6.001 arboles, con sus
probabilidades posteriores, estimado mediante un andlisis bayesiano se muestra en la Figura 7.
El analisis encontré un fuerte soporte de dos grupos para Austropaxillus de las seis especies de
hongos consideradas para el estudio (Tabla 2). El primero es el clado “A”, formado por los
subclados A. boletinoides (Sudamérica), A. squarrosus (Nueva Zelanda) y A. infudibuliformis
(Australis), A. statuum (Sudameérica). El segundo, es el clado “B”, que esta formado por la especie
sudamericana A. macnabii; y la australiana A. muelleri. La especies A. chilensis, A. nothofagi, y
A. contulmensis no fueron incluidas en el analisis por falta de datos moleculares. Los resultados
en este analisis filogenético son consistentes con los estudios de Bresinsky et al. (1999) y Skrede
et al. (2011), quienes han propuesto a través de analisis moleculares y morfoldgicos la monofilia
de Austropaxillus (Figura 7). En cuanto a la topologia, esta result6 muy similar a las
combinaciones presentadas como arbol de consenso en el trabajo de Skrede et al. (2011), para
este Ultimo caso dentro del andlisis filogenético de la familia Serpulaceae (familia del género

Austropaxillus).

Austropaxillus statuum

0.83

Austropaxillus infundibuliformis
0.85

Austropaxillus boletinoides

Austropaxillus squarrosus

Austropaxillus macnabbii
0.95

Austropaxillus muelleri

Serpula sp.

Tapinella sp.

Boletus sp.

Sullus sp.

Figura 7. Filogenia resultante del consenso de mayoria (50%) de 6.001 arboles para el género ectomicorricico Austropaxillus a partir
de un andlisis bayesiano. El arbol filogenético se construyd a partir de un conjunto de datos que consistié en 6.122 pares de bases
que incluyeron las secuencias nucleares LSU (por sus siglas en inglés Large SubUnit, que codifica para la region 25-28S); SSU (por
sus siglas en inglés Small SubUnit, que codifica para la region 18S), ademas de las subunidades 5,8S, rpb2 y tef 1. Los nimeros en

\Ias ramas muestran su soporte (probabilidad posterior >0.95). )

28



5.2. Estimacién del tiempo de divergencia

5.2.1. Estimacién del tiempo de divergencia para Nothofagus

Las fechas estimadas para el linaje de Nothofagus (Tabla 2), incluyen el origen de Nothofagus,
estimado en una media de 72.1 Ma. La divergencia del subgénero Nothofagus y Trisyngyne se
estima en una media de 42.2 Ma, mientras que el origen del subgénero Nothofagus se estima
en una media de 24.4 Ma. La media de la data de separacion entre N. antarctica, N. dombeyi y
N. pumilio se estima en 19.7 Ma, con la posterior separacion de N. dombeyi y N. pumilio (media
13.2 Ma). La divergencia entre N. betuloides y N. nitida se estima en una fecha media mas
proxima, 10 Ma. El origen del subgénero Lophozonia se estima en edad media de 42 Ma. La
separacion de N. menziesii de N. cunninghamii y N. moorei se estima en una media de 20.4 Ma,
seguido de la divergencia entre N. cunninghamii y N. moorei (media 10.5 Ma) (Figura 8). Estos
valores son consistentes con estudios previos (Sauquet et al. 2012). La divergencia entre algunos
grupos, muestra valores posteriores a los eventos geoldgicos de la ruptura de Gondwana, y
valores posteriores al término de la ruptura, lo que podria sustentar la hipétesis combinada de
vicarianza y dispersién a larga distancia, esta ultima para los grupos mas jovenes. Estos datos
son consistentes con lo propuesto por algunos autores sobre las teorias que explican la actual
distribucion de Nothofagus (Barron 1987, Crisci et al. 1991, Dettmann et al. 1990, Hill 2001,
Humphries y Parenti, Linder y Crisp 1995, Page 1994, Peterson et al. 2010, 1999, Seberg 1991,
Swenson et al. 2001), quienes atribuyen estas divergencias a los eventos de radiacién en relacion
a la separacién del antiguo supercontinente Pangea, y posterior Gondwana, en combinacién con

recientes eventos de dispersion a larga distancia.

29



/

\

MR. BAYES BEAST
Edad de los nodos
Clado Nothofagus Soporte de ramas 1 2 95% HPD lognormal
lognormal
Eventos
Origen de Nothofagus 1 721 (53.4-93.2)
Origen del subgénero Lophozonia 1 42 (31.5-59.3)
Divergencia entre N. menziesii , N. cunninghamii, y N. moorei 1 20.4 (5.3-38.2)
Divergencia entre N. cunninghamii, y N. moorei 1 10.5 (1.8-23.2)
Divergencia entre N. alpina, N. glauca, y N. oblicua 1 14.8 (7.56-17.4)
Divergencia entre N. glauca, y N. oblicua 0.59 6.6 (2.1-11.4)
Divergencia entre subgéneros Fuscospora, Nothofagus, y 1 52.8 (36.5-70.6)
Trisyngyne
Origen del subgénero Fuscospora 1 30 (10.9-49.5)
Divergencia entre N. gunnii, N. cliffortioides, N. truncata, N. 0.97 16.1 (4.6-30.0)
fusca, y N. solandri
Divergencia entre Subgenéros Nothofagus y Trisyngyne L 42.2 (31.5-56.4)
Origen del subgénero Nothofagus 1 24.4 (11.1-39.8)
Divergencia entre N. betuloides, y N. nitida 0.78 10 (7.5-15.2)
Divergencia entre N. antarctica, N. dombeyi, y N pumilio 0.28 19.7 (9.8-28.7)
Divergencia entre N. dombeyi, y N pumilio 0.6 132 (5.6-19.7)
Origen del subgénero Trisyngyne 1 26.1 (13.9-38.9)
Divergencia entre N. brassii, N. resinosa, N. carrii, N. grandis, y 0.69 18.8 (7.2-32.0)

N. perryi

Tabla 2. Estimacion de tiempo (Ma) para los principales eventos de divergencia en Nothofagus. Resultado de varios analisis de las
secuencias alineadas: el soporte de ramas fue calculado utilizando el software MR. BAYES; la edad media de los nodos, y los valores
de intervalos de la densidad posterior mas alta (95%) (HPD por sus siglas en inglés) fueron calculados utilizando el software BEAST.

1.
2.

Probabilidad posterior bayesiana.
Estimacion del tiempo de divergencia (eventos) en millones de afios antes del presente.

J
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Figura 8. Analisis de datacion molecular. Cronograma hipotético de los eventos de divergencia en Nothofagus, obtenido de la
estimacion del tiempo de divergencia usando BEAST. Los intervalos muestran la densidad posterior mas alta (HPD por sus siglas en
inglés) (95%), de la probabilidad posterior en la edad de los nodos. Ramas de color negro estan bien soportadas (probabilidad
posterior >0.95), ramas de color rosado mostraron una probabilidad posterior menor a 0.95. NUmeros en la escala representan
millones de afios antes del presente. Los subgéneros asociados a hongos ectomicorricicos del género Austropaxillus estan
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5.2.2.

Estimacion del tiempo de divergencia para Austropaxillus

Las fechas estimadas para el linaje de Austropaxillus (Tabla 3), incluyen el origen de

Autropaxillus (divergencia entre el clado A y B), estimado en 22.78 Ma. Los tiempos de

divergencia entre las distintas especies de la filogenia se muestran en la figura 9, al igual que

Nothofagus, los clados tienen especies de distintos sitios geograficos. Estos resultados son
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consistentes con los analisis realizados por Skrede et al. (2011) sobre la familia Serpulaceae, sin
embargo no corresponde con los resultados obtenidos por Eastwood et al. (2011), quienes
reportaron una separacion mas reciente entre los géneros Serpula y Austropaxillus (15 Ma). Esto

podria ser explicado por las diferentes cantidades de datos moleculares utilizadas en el andlisis

Por otro lado, la divergencia entre estos grupos muestra valores posteriores a los eventos
geolégicos de la ruptura de Gondwana, que podrian explicar, y sustentar la hipétesis de
dispersién transoceanica. Estos resultados apoyan lo sugerido por Skrede et al. (2011), quienes
atribuyen estas divergencias a los eventos de dispersion a larga distancia entre las diferentes
placas continentales a través del aire y agua. Ademas esto también da soporte a la hipétesis de
cofilogenia, ya que aparentemente el origen de Nothofagus y en especial de los subgéneros
asociados a este hongo, es precedido por el simbionte (Cook y Crisp 2005). De acuerdo a Cook
y Crisp (2005), el origen de estos subgéneros se dio hace aproximadamente 55-40 Ma, lo que

coincide con los datos obtenidos en este estudio (Tabla 2).

s
MR. BAYES BEAST
Clado Austropaxillus Soporte de ramas 1 Eda:ci;neolrfr):ar;gdos 95% HPD lognormal
Eventos
Divergencia entre los géneros Austropaxillus y Serpula 1 54.32 (52.35 - 56.3)
Origen de Austropaxillus 1 22.78 (20.1-23.9)
Origen del Clado A 0.85 13,83 (12.4-18.9)
Divergencia entre A. statuum, y A. infundibuliformis 0.83 12.27 (4.6 - 13,6)
Divergencia entre A. boletinoides, y A. squarrosus 1 3.07 (5.9-8.7)
Origen del Clado B
0.95 15.65 (8.1 -18.4)

Divergencia entre A. muelleri, y A. macnabbii

-

Tabla 3. Estimacion de tiempo (Ma) para los principales eventos de divergencia. Resultado de varios andlisis las secuencias
alineadas: el soporte de ramas fue calculado utilizando el software MR. BAYES; la edad media de los nodos, y los valores de
intervalos de la densidad posterior mas alta (95%) (HPD por sus siglas en inglés) fueron calculados utilizando el software BEAST.

1. Probabilidad posterior bayesiana.
2. Estimacion del tiempo de divergencia (eventos) en millones de afios antes del presente.
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Figura 9. Andlisis de datacién molecular. Cronograma hipotético de los eventos de divergencia en Austropaxillus, obtenido de la
estimacion del tiempo de divergencia usando BEAST. Los intervalos muestran la densidad posterior més alta (HPD por sus siglas en
inglés) (95%), de la probabilidad posterior en la edad de los nodos. Ramas de color negro estan bien soportadas (probabilidad
posterior >0.95), ramas de color rosado mostraron una probabilidad posterior menor a 0.95. NUmeros en la escala representan
@illones de afios antes del presente. j

5.3. Historia biogeografica de Nothofagus y Austropaxillus

Dada la evidencia fésil, de que los cuatro subgéneros existentes del género Nothofagus
estuvieron ampliamente distribuidos en la Antartida, Australia y América del Sur antes de la deriva
continental (Dettmann et al. 1990), la vicarianza, resultante de la ruptura de Gondwana,
constituye una hipétesis plausible para explicar la distribucién transantartica exhibida por
Nothofagus (Figura 4). Sin embargo los resultados de Knapp et al. (2005) de la divergencia entre
las especies de Australasia y América del Sur del subgénero Lophozonia muestran poco sustento
a dicha hipotesis (38-21 Ma). Con estos resultados la dispersion a larga distancia entre estas
especies resulta una explicacion mas coherente, al constatarse un origen posterior a la ruptura

de Gondwana (Swenson et al. 2001).

Nuestros resultados y estimaciones del tiempo de divergencia entre las especies de Australasia

y Sudameérica del subgénero Lophozonia (59.3-31.5 Ma), son consistentes con las estimaciones
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de Knapp et al. (2005), poniendo de manifiesto la necesidad de considerar ambas hipotesis para
explicar la distribucién actual del género Nothofagus. En un estudio similar Cook y Crisp (2005),
mediante sus resultados ponen a prueba ambas hipotesis, para explicar la divergencia entre las
especies de Australasia y América del Sur del subgénero Fuscospora, y Lophozonia (45-30 Ma),
asi como también entre el subgénero australiano Trisyngyne y el subgénero suramericano
Nothofagus (45-30 Ma).

El registro fosil sugiere que varias especies de Nothofagus viajaron desde Australia a Nueva
Zelanda a través de la dispersion a larga distancia transoceanica (Hill 2001, Pole 1994, 2001).
Aunqgue todos los tipos de polen estaban presentes en algin momento, en Nueva Zelanda, un
solo tipo de polen, Nothofagus, ahora extinto, estaba presente antes de que Nueva Zelanda se
separara de Australia y Sudamérica, y los representantes del subgénero Lophozonia, huéspedes
de Austropaxillus, no aparecieron en Nueva Zelanda hasta el Eoceno temprano (Dettmann et al.
1990), dando esto mas sustento a los eventos de dispersion, posteriores a la separacion de estas

masas continentales.

La divergencia inicial de Austropaxillus en un clado principalmente sudamericano, y uno de
Australia y Nueva Zelanda, se estimd en nuestro analisis del tiempo de divergencia en 22.78 Ma
aproximadamente, lo cual debe de representar un reciente evento de dispersion a larga distancia,
siendo esto consistente con lo mencionado por Skrede et al. (2011), sobre la biogeografia de la
distribucién actual del hongo. Es probable que la relativamente reciente separacion entre América
del Sur y Australia (35 Ma) (McLoughlin 2001), de los taxones mas primitivos de la familia
Serpulaceae (Skrede et al. 2011) no soporten una antigua distribucién de Austropaxillus en el
antiguo bloque continental Gondwana. Otro hecho que soporta la reciente dispersion a larga
distancia del género, es que las condiciones climaticas de la época de ruptura de Gondwana no
eran probablemente las propicias para la sobrevivencia de los hongos (Upchurch 2008). En torno
a lo anterior se han sugerido hasta puentes de paso entre la Antartida y Australia de hace
aproximadamente 28 Ma (Crisp 1999, McLoughlin 2001, Sanmartin y Ronquist 2004), productos
de una glaciacion, sin embargo esto también demuestra las condiciones climaticas adversas en

las cuales los hongos no podrian haber prosperado.

Considerando la asociacion histérica de Nothofagus con otros hongos (e.g., Cyttaria), la
reconstruccion cofilogenética puede dar soporte a la hipétesis de vicarianza para la distribucion
transantértica entre Australasia y Sudamérica del subgénero Lophozonia (Peterson et al. 2010).
Sin embargo, para Austropaxillus, nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de

considerar la hipétesis de dispersion a larga distancia, en la distribucion transantartica de algunos
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taxa en Australasia y Sudamérica, en este caso de Nothofagus. Por ejemplo, la divergencia entre
Austropaxillus macnabbii de Nueva Zelanda y A. muelleri de Australia (18.4-8.1 Ma) (Tabla 3,
Figura 9), debe haber resultado de un reciente evento de dispersion a larga distancia, al
separarse Nueva Zelanda de Sudamérica y Australia hace aproximadamente 80 Ma (McLoughlin
2001), esto es aproximadamente 60 Ma antes del origen del género Austropaxillus (22.78 Ma).
Coincidentemente la misma divergencia que se muestra para Austropaxillus, es reportada en la
reciente divergencia entre las especies del género Nothofagus de Nueva Zelanda y Australia
(asociadas a estas especies) (5.3-38.2 Ma) (Tabla 2, Figura 8). Esto es consistente con los
registros de otros autores sobre los tiempos de divergencia de este género arbéreo (Cook y Crisp
2005, Sauquet et al. 2012, Peterson et al. 2010).

La dispersion a larga distancia también es sugerida para explicar la divergencia entre
Austropaxillus infundibuliformis de Tasmania, y A. statuum del sur de Sudamérica (Tabla 3,
Figura 9). Sin embargo la relacién entre ambas especies estd débilmente soportada, se
necesitarian por lo tanto mas datos para aceptar o rechazar esta hipétesis. Por otro lado,
nuestros resultados muestran un reciente evento de divergencia entre Austropaxillus boletinoides
del sur de Sudamérica, y A. squarrosus de Nueva Zelanda, poniendo de manifiesto una vez mas,
la hipotesis de una posible dispersion a larga distancia del género neozelandés, siguiendo a sus
potenciales huéspedes (Skrede et al. 2011). Adicionalmente, para las disyunciones entre hongos
gue resultan muy jévenes para ser explicadas por la ruptura de Gondwana, se acepta la
dispersion a larga distancia como un evento coherente para dilucidar las causas de su actual
distribucién y asociacion con otros organismos en sus habitats (Hibbett 2001, 2006, 2007,

Hosaka et al. 2008, Moncalvo y Buchanan 2008).

En cuanto al tiempo de divergencia entre Austropaxillus (hongo ectomicorricico) y su género
hermano Serpula (hongo saprofito) (56.3-52.35 Ma) (Figura 9), es consistente con los resultados
de Skrede et al. (2011), confirmando una vez mas el posible paso de vida saprdfita a
ectomicorricica del género Austropaxillus a partir de este evento de divergencia. Lo anterior da
sustento a lo mencionado por Tedersoo et al. (2010), quienes sugieren que la transicion de un
modo nutricional sapréfito hacia uno ectomicorricico es una transicion ecolégica muy comuan en
hongos. El ancestro de Austropaxillus de acuerdo a nuestro analisis habria divergido de un clado
saprofito (género Serpula) hace aproximadamente 54.32 Ma. Es muy probable que la
disminucion de la temperatura y un clima méas seco a finales del Eoceno e inicios del Oligoceno
hayan promovido esta transicion de vida saprofita a ectomicorricica (Skrede et al. 2011, Tedersoo

et al. 2010), concluyendo este proceso con el establecimiento de su relacién ecolégica con
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Nothofagus, y su posterior diversificacion y expansion en Australia, Nueva Zelanda y América del
Sur.

Este trabajo demuestra, como el estudio de la obligada asociacién simbidtica entre Nothofagus
y Austropaxillus, puede brindar algunas claves sobre la actual distribucién de estos taxa y el
porqué de estas asociaciones existentes. Por lo tanto, de acuerdo a nuestro resultados y en
concordancia con otros autores (Peterson et al. 2010, Swenson et al. 2001, Sanmartin y Ronquist
2004), es posible inferir, y sugerir que una combinacién de la hip6tesis de dispersion a larga
distancia y vicarianza, puede ser usada para explicar la distribucién actual de Austropaxillus y

sus huéspedes Nothofagus en el hemisferio austral.

5.4. Asociaciéon hongo-planta

De acuerdo a la bibliografia existente, hasta la actualidad se han descrito nueve especies del
género de hongo ectomicorricico Austropaxillus (Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988,
Garrido y Bresinsky 1985, Jarosch 2001), las cuales forman una asociacién simbidtica obligada
con todas las especies de Nothofagus de los subgéneros Lophozonia y Nothofagus (Binder et al.
2010, Binder y Hibbett 2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981, 1985, 1988, Garrido y
Bresinsky 1985, Horak 1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et al. 2011, Teasdale et
al. 2013, Valenzuela et al. 1998). La relacién entre las especies de Austropaxillus y Nothofagus
podria constituir un nuevo reporte de coespeciacién, constatdndose evidencia de una
biogeografia en comun entre especies de ambos géneros. Esto a pesar que las asociaciones
entre estos dos grupos usualmente no corresponden a una sencilla relacién uno a uno; algunas
especies de Austropaxillus pueden asociarse con las mismas especies de Nothofagus, y una

sola especie de Austropaxillus puede asociarse con varias especies de Nothofagus (Figura 10).

Nothofagus es un buen modelo para este tipo de estudios, ya que cuenta con un robusto registro
fésil, y una filogenia ampliamente estudiada (Jordan y Hill 1999, Martin y Dowd 1993, Manos
1997, Setoguchi et al. 1997, Sauquet et al. 2012, Heenan y Smissen 2013), siendo
frecuentemente incluida en los estudios sobre biogeografia del hemisferio austral (Peterson et
al. 2010).

Las relaciones simbiéticas entre las especies de ambos géneros se resumen en la Figura 10.
Cuatro especies de Austropaxillus son endémicas para América del Sur (Chile y Argentina),
asociadas a los subgéneros Lophozonia y Nothofagus, y las otras cinco especies son endémicas

para Australasia (Sureste de Australia y Nueva Zelanda), asociadas Unicamente al subgénero
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Lophozonia (Binder et al. 2010, Binder y Hibbett 2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981,
1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Horak 1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et
al. 2011, Teasdale et al. 2013, Valenzuela et al. 1998).

Figura 10. Relaciones entre Nothofagus y Austropaxillus. Las ramas de color negro esta bien soportadas (probabilidad posterior
>0.95) ramas de color rosado mostraron una probabilidad posterior menor a 0.95. Las lineas conectadas representan la asociacion
hongo-huésped. AUS = Australia, NZL = Nueva Zelanda, = SSA = Sur de Sudamérica, NGU = Nueva Guinea, NCA =Nueva

\ Caledonia. )
5.5. Cofilogenia
5.5.1. Andlisis cofilogenético entre hongos formadores de ectomicorrizas del género

Austropaxillus, y sus huéspedes, especies del género Nothofagus

El método basado en la distancia, ejecutado en el programa ParaFit (Legendre et al. 2002),
encontré altamente significativa toda la estructura cofilogenética considerada en este estudio,
entre el conjunto de datos de Nothofagus y Austropaxillus (P < 0.0001). Las pruebas de
relaciones o enlaces individuales entre pares huésped-simbionte encontraron 17 de los 17
enlaces considerados en el analisis altamente significativos (P values < 0.0001) (Apéndice 3).
Esto tiene relacion con lo sugerido por Klassen (1992), quien hace alusion al hecho de que en
general se acepta que la evolucion de los hongos simbiéticos, que se encuentran asociados a
un numero limitado de huéspedes, debe estar estrechamente vinculada a la evolucién de sus

potenciales anfitriones.

Los resultados sugieren que la especiacion en Nothofagus precede a la especiacion de
Austropaxillus. El andlisis cofilogenético indica que Austropaxillus exhibe una cofilogenia
significativamente alta con sus huéspedes Nothofagus, aun cuando las asociaciones entre
especies de Austropaxillus y Nothofagus usualmente no corresponde a una simple relacion uno

a uno. ParaFit no provee de representaciones graficas de los probables eventos cofilogenéticos,
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pero dado que la prueba global e individual detectd una cofilogenia altamente significativa entre
ambos taxa, se procurd reconstruir sus historias evolutivas (Figura 11). Para esto se desarrollo
un escenario hipotético de las relaciones cofilogenéticas del género de hongo ectomicorricico
Austropaxillus y sus huéspedes especies del género Nothofagus (asociacion simbiotica
mutualista), y su relacion con la aparente distribucion restringida al hemisferio meridional, todo

en base a los criterios cofilogenéticos propuestos por De Vienne et al. (2013) (Figura 2).

El andlisis conjunto de las topologias de los &rboles filogenéticos del huésped y simbionte
corroboran lo indicado en la Tabla 1, es decir, que no hay asociacion por descendencia, o la
obligada y especializada interaccion entre huéspedes y simbiontes, que produce bifurcaciones
simultaneas del linaje del huésped y el simbionte asociado (De Vienne et al. 2013). Este tipo de
asociaciones cofilogenéticas son mas complejas y pueden ser explicadas por otros eventos que
han sido reconocidos en los analisis cofilogenéticos (De Vienne et al. 2013, Paterson y Banks
2001).

5.5.2. Cofilogenia entre Austropaxillus y Nothofagus: escenario hipotético

El clado “A” de Austropaxillus esta confinado a ambos subgéneros de Nothofagus (Lophozonia
y Nothofagus), mientras que el clado “B” lo esta tan solo a un subgénero de Nothofagus
(Lophozonia). Esta especificidad cuenta con al menos un incidente de codivergencia. En este
caso es notable que la aparicion y posterior especiacion del simbionte va precedida del huésped.
En la actualidad se acepta que los eventos de coespeciacion pueden tener un caracter diacrénico
(De Vienne et al. 2013). En el estudio se revela que el origen de los potenciales huéspedes,
especies del género Nothofagus, se produce inicialmente sin la aparente especiacion del
simbionte asociado, sin embargo se asume una posterior especiacion que viene acompafiada de
las posibles demandas nutricionales que ambos grupos enfrentan en su medio (Agosta et al.
2010, Giraud et al. 2010) (Figura 11).

Existen otros eventos cofilogenéticos que podrian influir en los patrones observados en este
estudio, y que incluyen pérdida del simbionte, eventos de duplicaciébn (especiacion
independiente), y las extinciones (De Vienne et al. 2013, Paterson y Banks 2001). Todas estas
consideraciones se traducen en esta aparente incongruencia mencionada anteriormente, en la

que no se verifica la relacion 1:1 entre las especiaciones ocurridas en ambos grupos.

Es importante destacar que la condicién de asociacion ectomicorricica entre hongos del género
Austropaxillus y las raices de sus huéspedes Nothofagus, sélo ha sido observada en bosques

temperados del hemisferio meridional. Aqui los patrones climaticos pueden haber jugado un
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papel importante en los eventos de especiacion del simbionte que sigue a Nothofagus en sus
hébitats (Binder et al. 2010, Binder y Hibbett 2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido 1981,
1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Horak 1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964, Skrede et
al. 2011, Teasdale et al. 2013, Valenzuela et al. 1998).

Otro hecho importante de mencionar, es que de acuerdo a Skrede et al. (2011), las especies de
Austropaxillus han seguido un ritmo constante de especiacion después de su paso de la vida
saprofita a la simbiética (56.3-52.35 Ma), probablemente producto de las presiones ambientales
gue han enfrentado en sus habitats (Upchurch 2008, Skrede et al. 2011), con eventos evolutivos
muy analogos a los de su potenciales huéspedes (Dettmann et al. 1990). A pesar del soporte de
estas estimaciones, no hemos podido incluir a las nueve especies de Austropaxillus que han sido
reportadas como simbiontes de Nothofagus en nuestro analisis, por lo que estos resultados
ponen de manifiesto la necesidad de incluir mas estudios moleculares, que consideren la

extraccion de ADN y su posterior secuenciacion.

Sin embargo se propone una serie de eventos hipotéticos con base en los resultados obtenidos
del analisis cofilogenético, los tiempos de divergencia, y los criterios establecidos por De Vienne

et al. (2013). La mayoria de los incidentes se pueden resumir asi (Figura 11):

(1) Divergencia temprana de Nothofagus en aproximadamente 72.1 (93.2-53.4) Ma, da origen al
ancestro comun de los subgéneros Fuscospora, Nothofagus, y Trisyngyne (70.6-36.5 Ma), y al
ancestro comun que daria origen a las especies del actual subgénero Lophozonia (59.3-31.5
Ma). Hasta la actualidad, la ocurrencia mas antigua que se conoce del género comprende la
presencia de los cuatro tipos actuales de polen (tipos brassii, fusca A, fusca B, menziesii) en
depdésitos del Cretacico Superior en la Antartica (83 Ma) y de Sudamérica (70 Ma) (Dettmann et
al. 1990), siendo consistente con los resultados del origen del género en este trabajo (93.2-53.4
Ma). También se han encontrado los cuatro tipos de polen en depdésitos mas modernos de
Australia, Tasmania y Nueva Zelanda, lo que sugiere una distribucion ancestral continua para los
cuatro subgéneros, desde Sudamérica hasta Australasia a través de la Antartica (Hill y Dettmann
1996);

(2) Divergencia que separ6 al subgénero Fuscospora, de sus subgéneros hermanos, Nothofagus
y Trisyngyne (70.6-36.5 Ma);

(3) Divergencia que separo a los subgéneros Nothofagus y Trisyngyne (56.4-31.5 Ma). Como los
cuatro mayores linajes (subgéneros) ya existian en el Cretacico tardio (80 Ma), antes del

desmembramiento total de Gondwana, muchos taxa actuales deben haber sufrido un proceso de
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especiacion simpatrica en un rango geografico en ese entonces continuo, las posibilidades de
hibridacion entre especies actuales sustentan esta hipotesis (Swenson et al. 2001). Los
posteriores eventos de fragmentacion de la biota no harian mas que acentuar el proceso de
especiacion, y el patron actual disyunto estaria dado principalmente por las extinciones (Manos
1997, Swenson et al. 2001). Los fésiles encontrados en depdsitos oligocénicos de Australia,
demuestran la presencia y posterior extincion de este grupo en Australasia (Hill y Read 1991).
También el registro fésil muestra la extincion de especies de Trisyngyne en Sudamérica,
Antértica y Nueva Zelanda, y de especies del subgénero Nothofagus en Antartica, Australia y
Nueva Zelanda (Manos 1997). Por otro lado, Swenson et al. (2001) considerando este enfoque
y sobre la base de la filogenia de Manos (1997), proponen tres eventos de vicarianza: uno en el
subgénero Lophozonia ocurrido en el Eoceno (35 Ma), que corresponde a la separacién entre
Antértica/Sudamérica y Australia; otro en Fuscospora ocurrido en el Cretacico (80 Ma), que
corresponde a la separacion entre Nueva Zelanda/Nueva Caledonia y el resto de Gondwana; y
un evento que habria separado también tempranamente (Cretacico, 80 Ma) los dos clados del

subgénero Trisyngyne entre Nueva Caledonia y Nueva Guinea;

(4) Divergencia temprana del género Lophozonia (59.3-31.5 Ma), entre el ancestro comun de las
especies actuales de Sudamérica (N. alpina, N. glauca, y N. obliqua), y el ancestro comun de las

especies actuales de Australia y Nueva Zelanda (N. menziesii, N. cunninghamii, y N. moorei);

(5) Transicion de Austropaxillus, de vida saprofita a ectomicorricica al separarse de su género
hermano Serpula (56.3-52.35 Ma), evento que se muestra relativamente paralelo a la divergencia
temprana del subgénero Lophozonia, lo anterior con base en lo sugerido por Skrede et al. (2011),

en el estudio biogeografico y filogenético de la familia Serpulaceae;

(6) Divergencia inicial del subgénero sudamericano Nothofagus (39.8-11.1 Ma), da origen al
ancestro comun de las especies N. betuloides y N. nitida, y al ancestro comun de las especies

N. antarctica, N. dombeyi, y N. pumilio;

(7) Divergencia del subgénero Lophozonia que da origen al ancestro comun de las especies
australianas (N. cunninghamii y N. moorei), y a la neozelandesa N. menziesii (38.2-5.3 Ma), se
presenta paralela a la divergencia entre Austropaxillus macnabbii de Nueva Zelanda y A. muelleri
de Australia (18.4-8.1 Ma), posiblemente como resultado de un reciente evento de dispersion a
larga distancia, teniendo en cuenta que Nueva Zelanda se separ6 de Sur América y Australia
hace aproximadamente 80 Ma (McLoughlin 2001), constituyendo un posible evento de

codivergencia entre estas especies, principalmente debido a la coincidencia en los tiempos de
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divergencia (Skrede et al. 2011). Las interpretaciones que explican disyunciones
transcontinentales mediante dispersion de larga distancia han resurgido con fuerza, debido a que
las dataciones evolutivas mediante relojes moleculares, aplicadas a los taxa australes, arrojan
resultados mucho mas jévenes que los eventos tecténicos de fragmentacién del continente
Gondwana (Crisp et al. 2004). No obstante, hay que considerar que las técnicas de datacion

molecular no estan exentas de supuestos e incertidumbres (Heads 2004);

(8) Divergencia entre el ancestro comun de la especie sudamericana A. boletinoides; y
neozelandesa A. squarrosus; y del ancestro comudn de la australiana A. infudibuliformis; y
sudamericana A. statuum (18.9-12.4 Ma). Este evento sin embargo no estaria 100% sustentado
debido a que las ramas no mostraron un buen soporte durante el analisis (probabilidad posterior
<0.95), poniendo de manifiesto la necesidad de estudios moleculares y morfolégicos con las

especies que no fueron incluidas en este trabajo para futuros analisis;

(9) Un evento de conmutacién (cambio de huésped) en Austropaxillus (13.6-4.6 Ma), que dio
origen a A. statuum de Sudamérica asociada a las especies de Nothofagus sudamericanas
(subgénero Nothofagus), y A. infundibuliformis simbionte de N. cunninghamii de Australia; y otro
evento de conmutacion en Austropaxillus (8.7-5.9 Ma), que dio origen a A. boletinoides de
Sudamérica asociada a las especies de Nothofagus sudamericanas (subgéneros Lophozonia y
Nothofagus), y A. squarrosus simbionte de N. mensiessi de Nueva Zelanda. Exploramos esta
posibilidad como un mecanismo alternativo, que puede permitir incongruencia de tipo topolégico
entre las filogenias del huésped y simbionte, principalmente por el cambio del hongo hacia un
nuevo clado del huésped (De Vienne et al. 2013, Paterson y Banks 2001, Peterson et al. 2010).
Una radiacion adaptativa de un simbionte en una amplia gama de especies hospedadoras ha
sido propuesta por algunos autores en casos similares (Hafner y Nadler 1988, Hafner et al. 1994,
Page 1996, Peterson et al. 2010, Roy 2001). Esta hipétesis propone ademas que una
conmutacion siempre va seguida de la especiacion (De Vienne et al. 2007), eventos evidenciados

en los sitios de ocurrencia actual de la simbiosis en estudio;

(10) La ausencia de Austropaxillus en los subgéneros Trisyngyne y Fucospora en este escenario
es explicada por eventos de extincion o pérdida del simbionte, donde las condiciones climaticas
en los habitats de estas especies de Nothofagus, podrian no ser idoneas para el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de los hongos, estos eventos han sido sugeridos como la explicacion
més plausible cuando el simbionte esta ausente en ciertos especies huépedes del clado asociado
(De Vienne et al. 2013, Peterson et al. 2010). En sus trabajos, Hill (2001), y Swenson et al. (2001)

ya discuten el enigma de la presencia de subgénero Trisyngyne en Nueva Caledonia y Nueva
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Guinea, y su ausencia en los otros lugares de ocurrencia del género (Heads 2006). En cuanto a
su relacion con Austropaxillus, el enigma radica en: ¢por qué estd presente en los subgéneros
Lophozonia y Nothofagus, pero ausente en los subgéneros Trisyngyne y Fuscospora? De hecho,
los dos subgéneros huéspedes de Austropaxillus no son taxones hermanos (Figura 6). Por otra
parte, a pesar que la actual distribucion de subgénero Trisyngyne se limita a latitudes tropicales
de Nueva Caledonia y Nueva Guinea, las especies estuvieron alguna vez distribuidas de manera
mas generalizadas, constatando su presencia en la Antartida, Australia y América del Sur
(Dettmann et al. 1990). El subgénero Fuscospora, cuyas especies existentes co-ocurren con
anfitriones de Austropaxillus en los otros dos subgéneros, también estuvo distribuido de manera
mas generalizada, en la Antartida, Australia y América del Sur (Dettmann et al. 1990). De hecho,
los cuatro subgéneros existentes estuvieron distribuidos ampliamente en Australasia, Antartida y
América del Sur hasta mediados del Eoceno (Dettmann et al. 1990). Todo lo anterior pone de
manifiesto la gran incégnita que existe detras de la ausencia de Austropaxillus en los subgéneros
Trisyngyne y Fuscospora. Se desconoce si los antepasados de los subgéneros Trisyngyne y
Fuscospora simplemente escaparon de la colonizacién por Austropaxillus, o si las especies de
Austropaxillus se extinguieron en los antepasados de estos subgéneros. No hay fosiles para
Austropaxillus que ayuden a resolver de manera mas exacta estas hipotesis (Skrede et al. 2011),
pero si el extenso registro fésil de Nothofagus, que estaria indicando lo que podria haber
sucedido con Austropaxillus, en donde las extinciones reportadas para el género Nothofagus en
los distintos bloques continentales probablemente contribuyeron a la actual distribucion de
Austropaxillus. Las reconstrucciones biogeogréficas de Linder y Crisp (1995) y Swenson et al.
(2001), que predicen linajes extintos dentro de tres principales linajes de Nothofagus
(Fuscospora, Lophozonia y Trisyngyne-Nothofagus), han demuestrado el efecto de la extincion
en la interpretacién de los patrones biogeograficos observados de las especies existentes
(Manos 1997);

(11) Eventos de duplicacion, posibles divergencias independientes de las especies
sudamericanas de Nothofagus de ambos subgéneros (Lophozonia y Nothofagus), podrian
explicar la asociaciéon generalizada de Austropaxillus con las especies de Nothofagus en América
del Sur. En este sentido y de acuerdo De Vienne et al. (2007), pareciera intuitivo pensar que los
simbiontes pueden colonizar facilmente los huéspedes méas estrechamente relacionados,
compartiendo propiedades ecoldgicas, fisiolégicas y quimicas generales, sin sufrir cambio o
especiacion alguna, capaces de permanecer generalistas por mucho tiempo (lenta especiacion).

Sin duda alguna en este caso no se trataria de coespeciacién propiamente dicha. A pesar de
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estos resultados, no es posible desvincular las estrechas relaciones entre las historias evolutivas

de ambos taxa (De Vienne et al. 2013).

En concordancia con estudios biogeograficos, filogenéticos y taxondmicos de Nothofagus (Cook
y Crisp 2005, Dettmann et al. 1990, Heenan y Smissen 2013, Hill y Jordan 1993, Hill y Lee 1991,
Knapp et al. 2005, Linder y Crisp 1995, Manos 1997 , Martin y Dowd 1993, Sauquet et al. 2012)
y Austropaxillus (Binder et al. 2010, Binder y Hibbett 2002, 2006, Bresinsky et al. 1999, Garrido
1981, 1985, 1988, Garrido y Bresinsky 1985, Horak 1979, 1980, Jarosch 2001, Singer 1964,
Skrede et al. 2011, Teasdale et al. 2013, Valenzuela et al. 1998), en este trabajo se encontré una
relacibn mas estrecha entre las especies de Austropaxillus de Australia y Nueva Zelanda,
asociadas al subgénero Lophozonia, al constatarse una bifurcacion paralela en la filogenia de
ambos taxa (Figura 11). Algunos autores sugieren que este patrén comun, podria ser resultado
de propagulos (para ambos taxa) que fueron llevados a través del viento procedente del oeste,
comenzando con la corriente circumpolar antartica (28-35 Ma), los cuales podrian ser los
responsables de la dispersion a larga distancia de ambos grupos, a través de la gran extension
del mar de Tasmania (Sanmartin et al. 2007, Skrede et al. 2011, Winkworth et al. 2002).

A raiz de esto, se deben considerar nuevos estudios de tipo molecular y morfolégico, incluyendo
a todas las especies de Austropaxillus, con el objetivo de evitar incongruencias topolégicas entre
las filogenias de ambos grupos. A pesar de lo anterior, de acuerdo a los resultados del analisis
cofilogenético, existe una altamente significativa estructura cofilogenética entre el simbionte y
huésped, donde una combinacién de los eventos hipotéticos de vicarianza y dispersion a larga

distancia podrian explicar la distribucion y asociacion actual entre estos taxa.
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Figura 11. Reconstrucciones cofilogenéticas hipotéticas del taxa Austropaxillus y sus huéspedes Nothofagus representando los
principales eventos evolutivos en ambas filogenias. Eventos (1-11): los circulos representan los eventos de divergencia y
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5.6.

Implicancias de la informacién cofilogenética en la conservacion de la

simbiosis ectomicorricica
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Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto la necesidad de realizar estudios
integradores, donde se consideren las relaciones ecoldgicas en la naturaleza, para hallar
explicaciones mas exhaustivas acerca de los patrones evolutivos y de distribucion de la biota en
el hemisferio meridional. En el campo de la biologia de la conservacion, este analisis
cofilogenético esta vinculado directamente con su primer principio fundamental, establecido por
Meffe y Carroll (1994): “La evolucién es el Unico mecanismo capaz de explicar los patrones de
biodiversidad, por lo que las respuestas a los problemas de conservacion deben generarse

dentro del marco evolutivo”.

Una de las aproximaciones del estudio, esta dada por la identificacibn de una posible
especificidad de este género de hongo ectomicorricico con las especies del género Nothofagus.
Las implicancias de esta condicion en la conservacion, distribucion y tamafio de la poblacion de
especies involucradas en la asociacién simbiética han sido identificadas en otros estudios
(Barrett et al. 2010, Otero y Flanagan 2005, Rasmussen y Whigham 1998, Rasmussen y
Rasmussen 2009, Tremblay et al. 2005, Waterman y Bidartondo 2008). Barret et al (2010), a
través de un estudio cofilogenético entre Corallorhiza striata y los hongos ectomicorricicos
asociados del género Tomentella, sugirié una fuerte especificidad entre estas especies a partir
de los resultados de la significancia en la estructura cofilogenética, constatando que a pesar de
la aparicién de estos organismos en una diversidad de ecosistemas forestales (abarcando desde
México hasta Canada), C. Striata mantiene una extrema especificidad con sus micobiontes. Lo
anterior proporcioné informacion fundamental para futuros esfuerzos en la conservacién de
ambos taxa en las poblaciones de esta orquidia y sus hongos asociados a lo largo de su

distribucion geogréfica actual (Barrett et al. 2010).

Por otro lado Otero y Flanagan (2005), sugieren que una alta especificidad entre las
ectomicorrizas y las plantas ayudaria a impulsar la diversidad indirectamente, mediante la
determinacion de los patrones de distribucion de las mismas. Una distribucién irregular de los
hongos con una alta especificidad de micorrizas podrian ser responsables de las poblaciones
hiper-dispersas de algunas plantas (Otero y Flanagan 2005), esto se ve impulsado ademas por
las pequefas distancias de dispersidon que generalmente muchas plantas enfrentan. Lo anterior
podria dar lugar a pequefios tamafios efectivos de poblaciones y al flujo de genes reducido,
creando las condiciones ideales para que se produzca especiacion en periodos mas cortos de
tiempo (Tremblay et al. 2005). De esta manera, la relacion restringida entre hongos

ectomicorricicos y plantas del género Nothofagus, podria aumentar el potencial para la
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especiacion de las mismas, un punto a favor para la diversidad, cuando se la considera una

medida de estabilidad en los ecosistemas.

En el campo de la restauracion ecoldgica esto tiene especial importancia en la seleccion y uso
de hongos ectomicorricicos especificos asociados a Nothofagus, los cuales deberian ser
inoculados en las plantas desde los viveros forestales, antes que sean trasladadas a los sitios
de reforestacién, ya que las ectomicorrizas requieren un desarrollo planta (raiz)-hongo (micelio)
sincronizado, pues las hifas flngicas generalmente suelen colonizar solo raices jovenes (Smith
y Read 2009).

Ademas se debe considerar el potencial de selecciébn de hongos ectomicorricicos antes y
después de la germinacion de las plantas. Realizar analisis de los potenciales hongos
ectomicorricicos asociados a estas especies durante la germinacion y crecimiento, ayudara a
enfrentar las dificultades en los programas de restauracién ecoldgica. El aumento del
conocimiento sobre las compatibilidades entre hongos ectomicorricicos y especies de
Nothofagus, mediante la utilizacién de estudios con enfoque en los procesos evolutivos de estas
asociaciones, son fundamentales para un mejor resultado en conservacion biolégica (Tedersoo
et al. 2009).

En cuanto al estado de conservacion, la asociacion con un conjunto limitado de hongos
ectomicorricicos, se puede ver como una restriccion adicional a la amplitud del nicho de estas
especies. Las investigaciones futuras deberan centrarse en si la ausencia de Nothofagus (lugares
donde se reportd su presencia antes) en una localidad en particular se debe estrictamente a la
ausencia de hongos adecuados, o si estos hongos ectomicorricicos también estan cominmente

presentes en los sitios, a pesar que las especies de plantas no lo estén.

Otro aspecto potencialmente importante y que no se aborda cominmente en los estudios de
ectomicorrizas, es averiguar si existe variacion temporal en las asociaciones de hongos durante
todo el ciclo de vida de Nothofagus. Por lo tanto, una historia de vida que implique el cambio de
hongos podria afiadir otra capa de complejidad a las consideraciones de conservacion en estas
especies (Dearnaley 2007). Por ejemplo, lllyés et al. (2010), encontraron que la diversidad de
hongos ectomicorricicos asociados a ciertas orquideas puede variar de acuerdo a la edad del
organismo, y también en funcion de los diferentes habitats en los cuales se estén desarrollando.
Estos resultados contrastan con lo sugerido por otros autores sobre la fuerte especificidad de los
hongos con su huésped, la cual se mantiene a pesar de los cambios ambientales que enfrenten

(Barrett et al. 2010, Otero y Flanagan 2005). Mediante pruebas controladas de laboratorio y
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posterior andlisis cofilogenético de las especies involucradas en la simbiosis, lllyés et al. (2010),
llegaron a inferir, que la variacion de simbiontes en sus huéspedes se debe probablemente a los
requerimientos del huésped, y la presion que ejercen las condiciones ambientales. En este caso,
los organismos fueron sometidos a diferentes condiciones de estrés hidrico. En otros estudios
se podria investigar incluyendo mas factores como el pH del suelo, salinidad, déficit de nutrientes,
o efectos combinados. Estas investigaciones podrian aportar informaciéon mas detallada de los
tipos de hongos ectomicorricicos que se deben inocular en las plantas de Nothofagus de acuerdo

a las condiciones ambientales que enfrentan en sus habitats.

La simbiosis ectomicorricica es una estrategia nutricional importante, en particular para la
utilizacion de fuentes organicas e inorganicas en suelos pobres de nutrientes (Smith y Read
2009). Las plantas de Nothofagus por lo tanto dependen de esta asociacion para la captura de
nutrientes organicos e inorganicos (Lindahl et al. 2002, Tedersoo et al. 2003). La adquisicion de
hongos ectomicorricicos por parte de la planta se hace ya sea de micelio derivado de esporas, 0
de raices de los arboles maduros ectomicorrizados que penetran el suelo (Tedersoo et al. 2008),
por lo que mantener un buen estado de los bosques es esencial para facilitar la asociacion
ectomicorricica. A partir de esto serd importante investigar cuales son las adaptaciones
evolutivas de los hongos al momento de colonizar una planta de Nothofagus, y qué linajes
podrian mejorar la dispersién, capacidad de germinacion, y otras ventajas competitivas en las
plantulas jévenes, con déficit de carbono (Tedersoo et al. 2008). Esto mismo hace importante
estimar la riqueza de hongos ectomicorricicos que colonizan plantas de Nothofagus en las

diferentes condiciones ambientales de sus habitats.

La falta de nutrientes ha sido reportada en muchos arboles de Nothofagus (Gonzalez et al. 1996),
e incluso a pesar que existan en el suelo circundante, no pueden ser absorbidos por falta de
hongos ectomicorricicos (Smith y Read 2009). El micelio del hongo actia a su vez como
reservorio de nutrientes y agua. Puede almacenar substancias nocivas para las plantas y evitar
su toxicidad (Wilkins 1991). Este aspecto es interesante para plantas que viven en suelos
contaminados por metales pesados. Otro punto crucial es la posibilidad que tiene el hongo de
prospectar el suelo mediante la mindscula red que forma el micelio, mucho mas amplia y extensa
gue cualquier sistema de raices, buscando nuevos nutrientes y mayormente agua (Smith y Read
2009).

La posicion del hongo en las raices es otro punto importante de considerar. Esta posicion
privilegiada en la llamada rizosfera, implica todo un conjunto de efectos originados por

substancias relacionadas con el metabolismo fungico, que protegen las raices del resto de los
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habitantes del suelo, algunos potencialmente peligrosos para la planta y facilitan la supervivencia

de aquellos que son beneficiosos (Duchesne et al. 1989).

Muchas veces, los viveros forestales emplean como substrato suelos de bosque o de areas
vecinas. Estos aportan esporas de hongos ectomicorricicos, y fragmentos de raices
ectomicorrizadas, que actian como indculos de las nuevas plantas. En estos casos, la aparicion
de micorrizas suele ser erratica y sin ningun control. Por otro lado, el empleo de suelos no
esterilizados suele significar la aparicion de enfermedades para las raices. Estas suelen
convertirse en plagas dificiles de erradicar, reduciendo notablemente el nUmero de plantas del
vivero (Duchesne et al. 1989). Y en el caso que se empleen substratos esterilizados, con
ausencia absoluta de ectomicorrizas, debera apoyarse a los arboles continuamente con
fertilizantes (Marx 1991), lo cual trae consecuencias desfavorables para sus organismos

beneficiosos asociados (e.g., hongos, bacterias).

Actualmente las herramientas biotecnolégicas han permitido estudiar y seleccionar las especies
fungicas que proporcionen el maximo rendimiento a las plantas. A partir de nuestros resultados
se propone inocular a las plantulas de Nothofagus, aquellas especies que guardan una relacion
evolutiva mas fuerte en torno a los andlisis del estudio, complementando esta informacion con
futuras investigaciones que incluyan la mayor cantidad posible de hongos ectomicorricicos en
los analisis. Lo anterior basicamente con el fin de conservar las relaciones evolutivas que
involucra la simbiosis, ya que de acuerdo a otros estudios (Barrett et al. 2010, Otero y Flanagan
2005, Rasmussen y Whigham 1998, Rasmussen y Rasmussen 2009, Tremblay et al. 2005,
Waterman y Bidartondo 2008), la alta especificidad entre estos organismos supone
probablemente una estrategia de supervivencia en el medio, donde la similitud de requerimientos
ambientales ha permitido conservar la complementariedad funcional entre Nothofagus y
Austropaxillus durante millones de afios, contribuyendo a mantener los procesos de especiacion

constantes en relacion a los cambios ambientales que experimentan sus habitats.

Este estudio de cofilogenia entre hongos ectomicorricicos y especies arbéreas de Nothofagus
brinda informacion adicional sobre la especificidad de algunos hongos respecto al hospedero,
destacando su fuerte relacién con estudios ecoldgicos. Queremos resaltar, que a pesar de su
gran utilidad, no hay manera simple de aplicar informacion cofilogenética en biologia de la
conservacion, tal y como se muestra en los enfoques de este trabajo. Esta informacion también
debe ser utilizada con pleno conocimiento de los supuestos e incertidumbres que subyacen en
ella. Existe el peligro real de que con la creciente facilidad de obtener informacion cofilogenética,

los profesionales de la conservacion se olviden de que las cofilogenias son hipétesis a ser
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probadas. Dicho esto, creemos realmente que ningun estudio ecologico puede dejar de
beneficiarse de algin modo de la comprension sobre las relaciones cofilogenéticas de los taxa
asociados. Ecologos y bidlogos de la conservacion, que utilizan este tipo de informacion deben
seguir participando en una discusion que seguramente va a enriquecer y a priorizar su uso en

las practicas de conservacion bioldgica.
6. CONCLUSION

Debido a que Nothofagus estaba ampliamente extendida en el sur de Gondwana antes de la
deriva de Australia, Nueva Zelanda y América del Sur, este refleja los acontecimientos mas
importantes que ocurrieron durante la formacién de la biota actual de estas regiones, incluyendo
una combinacién de vicarianza y dispersién transoceanica a larga distancia. Este estudio
demuestra como, a su vez, ha obligado a sus organismos asociados como Austropaxillus a seguir
un patrén similar de cambios evolutivos. Esta informacion finalmente puede ser utilizada para
resolver problemas taxondmicos, ecoldgicos y biogeogréficos en torno a las especies asociadas,
ofreciendo las claves para actuar objetivamente en la conservaciéon de la simbiosis

ectomicorricica establecida entre ambos taxa.
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8. APENDICES

f Apéndice 1. Nameros de accesos a la informacién molecular (GenBank) para todas las secuencias usadas en la Filogenia de \

Nothofagus
Familia  Género/Subgénero Especies Regién atpB rbcL atpB-rbcL  trnL intron  trnL-trnF ITS
Fagaceae
Fagus grandifolia AY147105 AY935745 AY853782 AB066497 AY935784 AY232919
Nothofagaceae
Nothofagus/ Trisyngyne
Nothofagus aequilateralis Nueva Caledonia AF015686 AF015686 U96864
Nothofagus balansae Nueva Caledonia L13344 AF015690 U96863
Nothofagus baumanniae Nueva Caledonia AF015691  AF015691
Nothofagus brassii Nueva Guinea L13346 U96860
Nothofagus carrii Nueva Guinea AF015693  AF015693
Nothofagus codonandra Nueva Caledonia L13347 AF015695
Nothofagus discoidea Nueva Caledonia L13349 AF015697
Nothofagus grandis Nueva Guinea L13353 AF015701 U96859
Nothofagus perryi Nueva Guinea L13359 U96861
Nothofagus resinosa Nueva Guinea L13361 U96862
Nothofagus/Fuscospora
Nothofagus alessandri Sudamérica AYB05509 AY605489 AF015687 AY605499 AY605519 U96854
Nothofagus cliffortioides Nueva Zelanda AF015694  AF015694
Nothofagus fusca Nueva Zelanda ~ AY605511 AY605491 AF015699 AY605501 AY605521 u96857
Nothofagus gunnii Australia AY605513 AY605493 AF015702 AY605503 AY605523 U96855
Nothofagus solandri Nueva Zelanda ~ AY605517 AY605497 AF015708 AY605507 AY605527 U96856
Nothofagus truncata Nueva Zelanda ~ AY605510 AY605498 AF015709 AY605500 AY605520 U96858
Nothofagus/Lophozonia
Nothofagus alpina Sudamérica 113342 AF015688 U96865
Nothofagus cunninghamii Australia AY605518 AY605490 AF015696 AY605528 AY605528 U96868
Nothofagus glauca Sudamérica AY605512 AY605492 AF015700 AY605502 AY605522 U96866
Nothofagus menziesii Nueva Zelanda ~ AY605514 AY605494 AF015703 AY605504 AY605524 U96869
Nothofagus moorei Australia AY605515 AY605495 AF015704 AY605505 AY605525 U96870
Nothofagus obliqua Sudamérica AY605516 AY605496 AF015706 AY605506 AY605526 u96867
Nothofagus/Nothofagus
Nothofagus antarctica Sudamérica AY147106 AY263939 AF015689 AY147091 AY147091 U96849
Nothofagus betuloides Sudameérica 113345 AF015692 U96852
Nothofagus dombeyi Sudamérica L13350 AF015698 U96853
Nothofagus nitida Sudamérica AY745880 AY745881 AF015705 AY745879 AY745882 U96850
Nothofagus pumilio Sudamérica L13360 AF015707 u96851

)
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Apéndice 2. Nimeros de accesos a la informacidon molecular (GenBank) para todas las secuencias usadas en la

Filogenia de Austropaxillus

Familia Especies Regién 5.8S nuc-LSU nuc-SSU rpb2 tefl

Serpulaceae
Austropaxillus infundibuliformis ~ Australia DQ534572 DQ534670 DQ534673 — —
Austropaxillus macnabbii Nueva Zelanda HM135656 HM135706 HM135787 — HM135557
Austropaxillus squarrosus Nueva Zelanda HM135657 HM135707 HM135788 — HM135558
Austropaxillus muelleri Australia HM135658 HM135708 — — HM135559
Austropaxillus statuum Sudamérica HM135659 HM135709 HM135789 HM135764 HM135560
Austropaxillus boletinoides Sudamérica HM135660 HM135710 — HM135765 HM135561
Boletus edulis Alemania AY680988 AF456816 DQ534675 GU187774  GU187682
Bondarcevomyces taxi China DQ534575 DQ534672 DQ534677 — GU187683
Gautieria otthii Canada AF377073 AF336249 AF393043 AY218486  AY883434
Serpula lacrymans Paises Bajos GU187542 GU187596 GU187649 GU187809 GU187752
Serpula himantioides Bélgica GU187545 GU187600 GU187651 GU187808  GU187748
Serpula himantioides Estados Unidos GU187547 GU187602 GU187654 GU187811  GU187750
Serpula incrassata Canada GU187541 GU187595 GU187652 — GU187751
Serpula similis Africa GU187546 GU187601 GU187653 GU187812  GU187724
Serpula pulverulenta Dinamarca GU187543 GU187597 GU187650 — GU187753
Suillus bresadolae Alemania GU187544 GU187598 GU187648 GU187810  GU187746
Suillus pictus Estados Unidos AY854069 AY684154 AY662659 AY786066  AY883429
Tapinella atrotomentosa Estados Unidos GU187549 GU187603 GU187655 GU187813  GU187757
Tapinella panuoides Estados Unidos GU187548 GU187604 GU187657 — —

~
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Apéndice 3. Anlisis basado en la distancia filogenética de la
cofilogenia entre Austropaxillus y Nothofagus (ParaFit)

Simbionte Huésped P value
A. boletinoides N. alpina 0.00005
A. boletinoides N. antarctica 0.00005
A. boletinoides N. dombeyi 0.00004
A. boletinoides N. glauca 0.00005
A. boletinoides N. pumilio 0.00005
A. boletinoides N.obliqua 0.00004
A. boletinoides N. nitida 0.00004
A. boletinoides N. betuloides 0.00002
A, statuum N. antarctica 0.00002
A, statuum N. dombeyi 0.00002
A, statuum N. pumilio 0.00002
A, statuum N. nitida 0.00002
A, statuum N. betuloides 0.00002
A. infundibuliformis N. cunninghamii 0.00005
A. macnabbii N. menziesii 0.00004
A. muelleri N. moorei 0.00003
A. squarrosus N. menziesii 0.00003
Global Test P = 3.4706E-05
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