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RESUMEN 
 

En el sur de Chile coexisten Crepidula dilatata (Lamark, 1822) y Crepidula 

fecunda (Gallardo, 1979). Ambas especies tienen una gran similitud morfológica, 

diferenciándose por el tipo de desarrollo larval y por el tamaño máximo de los individuos 

adultos. Esto genera dificultades en la identificación de ambas especies. De momento, 

la diferenciación entre especies, lo representa el mecanismo reproductivo. C. dilatata, 

incorpora huevos nutricios en las ovicapsulas, los que son consumidos durante el 

desarrollo intracapsular permitiendo la eclosión de juveniles reptantes. En C. fecunda el 

desarrollo intracapsular alcanza al estadio de larva véliger, las que eclosionan 

permaneciendo  aproximadamente 15 días en la columna de agua. De acuerdo a esto, 

resulta evidente que las estrategias reproductivas (desarrollo directo e indirecto), 

pudieran influenciar las capacidades de dispersión, lo que repercutiría en el flujo génico 

y en la estructura genética poblacional de ambas especies. Las técnicas de RAPDs 

resultaron útiles para la diferenciación de ambas especies y posibilitaron la realización 

de análisis genéticos poblacionales. En C. fecunda (larva pelágica) se identifico un flujo 

génico y una diversidad génica interpoblacional mayor que en C. dilatata (desarrollo 

directo), presentando poblaciones genéticamente más homogéneas en el rango 

geográfico estudiado. De este modo, se confirma que el patrón de desarrollo larval 

(directo o planctónico) influye en la estructura genética poblacional. 
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SUMMARY 
   

The species Crepidula dilatata (Lamark 1822) and Crepidula fecunda (Gallardo 

1979) coexists in the southern Chile. Both species have a strong morphological 

similarity, but differing in the kind of larval development and also in their maximum sizes 

as mature individuals. This morphological similarity generates difficulties in the 

identification of both species. At the moment, the differentiation among species is 

carried pout taken into account their reproductive mechanism. C. dilatata incorporates 

nurse eggs inside of the capsule, which are ingested by the embryos during the 

intracapsular development allowing reaching the juvenile stage before to hatch. In C. 

fecunda the intracapsular development reach up to the early veliger stage, which hath 

from the capsules to the water column where they remain about 15 days before to settle. 

Those different development ways made evident that reproductive strategies (direct and 

indirect development), could influence on the dispersion capabilities, in the gene flow 

and in the population genetic structure. The techniques of RAPDs were useful for the 

differentiation of both species facilitating population genetic analysis.  

C. fecunda (with pelagic larva) has a larger gene flow and a strong diversity 

among population than C. dilatata (direct development). The first one presents 

populations genetically more homogeneous than C. dilatata in the studied geographical 

range. Based on that, it is possible to confirm that pattern of larval development (direct 

or planktonic) play a large role on the population genetic structure. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Los patrones básicos en las estrategias reproductivas de invertebrados marinos 

incluyen los ciclos holobentónicos, con un desarrollo embrionario larval directo sin fase 

larval pelágica,  un ciclo totalmente pelágico y uno pelago-bentónico donde el desarrollo 

larval es mixto. Este último caso, se destaca la presencia de una larva de vida libre en 

la columna de agua, previo al proceso de asentamiento y metamorfosis en el bentos 

(Thorson 1950, Mileikovsky 1971, Gallardo 1987, 1989) 

La presencia o ausencia de larva pelágica podría influir en las características de 

las estructuras poblacionales, debido al impacto en la capacidad de dispersión de las 

especies (flujo génico) (Hunt 1993, Hoskin 1997, Collin 2001, 2003). Así por ejemplo, 

una larva pelágica (lecitotrófica o planctotrofica), puede permanecer en la columna de 

agua por semanas o meses, a merced de las corrientes, aumentando de este modo el 

nivel de dispersión, en contraste con una estrategia reproductiva de tipo directo, donde 

los individuos eclosionan como juveniles desde las estructuras incubatorias maternas 

(Collin 2001). La pérdida de la fase larval pelágica podría favorecer la divergencia 

evolutiva en especies con poblaciones localmente adaptadas, diversificando entre ellas 

la expresión de ciertos rasgos de su historia de vida y a su vez sus frecuencias génicas. 

En contraste, una mayor dispersión larval implicaría una mayor plasticidad fenotípica 

para adaptarse a condiciones generalizadas y de menor especificidad, dado el mayor 

rango geográfico que generalmente colonizan las especies con larva libre (Strathmann 

1980, Gallardo 1989, Pechenik 1999, Marshall & Keough 2003). 

Por lo tanto, la estrategia reproductiva con presencia de una larva pelágica, 

aseguraría, de no encontrarse barreras geográficas o corrientes oceánicas particulares, 

una mayor dispersión larval (mayor flujo génico), pero disminuiría su estructura 

poblacional (Strathmann 1986, Hunt 1993, Collin 2001), resultando en poblaciones 

genéticamente homogéneas. Esto no ocurriría con una estrategia de desarrollo directo, 

donde la capacidad de dispersión a lugares distantes se ve limitada, debido a la 

ausencia de estructuras natatorias larvales, generando con ello poblaciones 

genéticamente más heterogéneas (Holmes et al. 2004). 
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Diferentes son las alternativas que utilizan las especies para favorecer la 

dispersión génica. Así por ejemplo, se tiene la presencia de larvas planctónicas; el 

asentamiento de especies sésiles sobre especies móviles (Collin 2001); la llegada al  

tracto digestivo de algunos vertebrados móviles (e.g. bivalvo antártico Mysella,  

Domaneschi 2002), y por último el rafting, fenómeno que alude al uso de estructuras 

flotantes, (e. g. algas o trozos de maderas) como medio de dispersión (Picken 1980, 

Highsmith 1985, Johannesson 1988, Martel & Chia 1991, Worcester 1994,).  

El rafting resulta particularmente relevante como mecanismo de dispersión para 

especies incubadoras, ya que las hembras podrían ser transportadas llevando consigo 

una cohorte de descendientes suficientemente numerosa para potencialmente llegar a 

generar una nueva población (Highsmith 1985, O’Foighil 1989).  

Los moluscos gastrópodos pertenecientes a la familia Calyptraeidae se 

caracterizan por ser hermafroditas protándricos e incluyen en su mecanismo 

reproductivo, la formación de cápsulas y el cuidado parental físico. En las costas de 

Chile coexisten Crepidula dilatata (Lamark 1822) y Crepidula fecunda (Gallardo 

1979) presentando una  distribución desde los 29º 58` S hasta 41º 52 S y de 12º 5` S 

hasta 41º 31` S, respectivamente (Collin 2003). Ambas especies habitan tanto en el 

nivel intermareal como en el submareal utilizando sustratos duros para el asentamiento 

(Gallardo 1977). Estas especies llegan a presentar densidades importantes en estuarios 

y bahías en la costa interior de la Isla de Chiloé, como así también en bahías y fiordos 

protegidos de los canales chilenos australes. Ambas especies tienen una gran similitud 

morfológica, diferenciándose básicamente por el tipo de desarrollo larval y por el 

tamaño máximo que alcanzan los individuos adultos (Gallardo 1976, 1977, 1979, Brown 

& Olivares 1996). 

Los estudios  taxonómicos de las especies chilenas del género Crepidula, se 

han basado principalmente en criterios morfológicos, donde se compara 

fundamentalmente la morfometría de la concha, de la radula y el hábitat (Gallardo 1979, 

Brown & Olivares 1996). Basado en lo anterior, el reconocimiento específico tiene 

resultados de poca claridad, más aún, considerando que la  morfometría de estos 

gastrópodos es variable. El género Crepidula presenta una extraordinaria plasticidad 

fenotípica, en la dirección del incremento de la concha, durante el crecimiento sobre 
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sustratos duros (Collin 2000). Además, estas especies pueden vivir simpatricamente, lo 

cual dificulta, aun más, la identificación especifica y la estimación de la frecuencia en 

que ambas se encuentran en un detreminado lugar.    

Actualmente, la diferenciación entre ambas especies se basa en las 

características de las posturas. En C. dilatata, las cápsulas poseen huevos nutricios 

que son usados como alimento extra-embrionario durante el desarrollo intracapsular, lo 

que permite la eclosión de juveniles reptantes bien desarrollados con una longitud de 

concha de entre 0.9 y 1.2 mm (Gallardo 1976, 1977, 1979, Chaparro & Paschke 1990). 

Por su parte, en C. fecunda todos los huevos depositados al interior de las cápsulas se 

desarrollan en larvas véliger, las cuales eclosionan a la columna de agua, donde 

permanecen aproximadamente 15 días antes de asentarse y metamorfosear con una 

longitud de concha de aproximadamente 0.5 - 0.6 mm (Montiel 2002).   

De acuerdo al mecanismo reproductivo de ambas especies, pareciera esperable 

que C. dilatata tuviera un nivel de dispersión menor debido a la ausencia  de larva 

pelágica, reduciendo con ello el flujo génico entre poblaciones. En tanto, C. fecunda 
vería favorecida su dispersión por la presencia de una larva véliger de vida libre, que 

continúa su desarrollo en la columna de agua por un período de 2 semanas antes de 

asentarse (Montiel 2002). En consideración con lo anteriormente expuesto, es que en la 

presente investigación se pretende diferenciar ambas especies, a nivel genético por 

medio de las técnicas de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs) y Restriction 

Fragment Length Polymorphisms (RFLPs), las cuales se basan en la reacción en 

cadena de la polimerasa y el uso marcadores moleculares. Ambas técnicas presentan 

muy buenas cualidades para lograr la diferenciación interespecífica, así como para 

comparar el nivel de dispersión de estas especies. También se pretende identificar el 

grado de influencia que puede llegar a tener la estrategia reproductiva de cada una de 

estas especie en el aislamiento poblacional.  

En el presente estudio se pondrá a prueba la hipótesis:  

 

El tipo de desarrollo larval influye en la estructura genética poblacional de 
las especies de Crepidula dilatata y Crepidula fecunda, que habitan en la costa 
interior de la Isla de Chiloé. 
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Objetivos generales  
 

1. Establecer los marcadores moleculares basándose en la técnica PCR para 

permitir la diferenciación específica de Crepidula dilatata  y Crepidula fecunda. 
2. Por medio de la técnica molecular Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

se determinara el flujo génico y la estructura genético-poblacional Crepidula 

dilatata y Crepidula fecunda, en la costa interior de la isla de Chiloé.  

 

MATERIAL Y METODO 
 
 
1. Muestreo poblacional  
 
 

La obtención de ejemplares de Crepidula se realizó por medio de recolección 

manual, tanto desde el intermareal como del submareal a lo largo de toda la costa 

interior de la isla de Chiloé, recolectando un mínimo de 50 individuos por población. Las 

localidades muestreadas fueron: Quempillén (41º 52` S; 73º 46` W), Quemchi (42º 08` 

S; 73º 28` W), Dalcahue (42º 22` S; 73º 39` W), Queilen (42º 52`S; 73º 28`W), Chaiguao 

(43º 08`S; 73º 29`W) y Yaldad  (43º 08`S; 73º 44`W) (Fig. 1).  

Con el fin de corroborar con los marcadores moleculares y comprobar la 

identificación de ambas especies, se recolectaron individuos que fueron identificados a 

nivel especifico, en base a su tipo de desarrollo embrionario larval. A todos los 

individuos recolectados, se las extrajo un trozo de tejido del pie y de masa visceral, los 

cuales se fijaron en etanol al 95 % y se conservaron en tubos Eppendorf a – 20 °C.  
 
 
2. Extracción de ADN 
 
 

El ADN genómico se obtuvo por medio de la maceración gruesa de un trozo de 

tejido de cada muestra (100 - 150 mg). Cada trozo de tejido macerado fue digerido en 

lysis-buffer (50 mM Tris-HCL (pH 8.0); 1.0 % SDS; 25 nM EDTA) con 200 µg de 
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proteinaza  K (Sigma) incubado a 37 °C durante 12 horas en un tubo Eppendorf de     

1.5 ml. Posteriormente, se adicionó a la muestra, 500 µl de una solución de fenol-

cloroformo-isoamil alcohol con proporciones de (24:24:1). La mezcla de cada tubo se 

agitó en un vortex por unos segundos y luego se centrifugó a 13.000 rpm durante 15 

minutos a una temperatura de 5 °C. Enseguida, se sifonéo el sobrenadante que 

contiene el ADN, cuidando de no tocar la capa intermedia. El sobrenadante obtenido 

fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, previamente autoclavado. El ADN 

extraído se resuspendió  en 200 ml de etanol al 95 % y se mantuvo en el freezer por 30 

minutos, para precipitar la muestra. Luego se extrajo el etanol, dejando los tubos con el 

pellet de ADN. Para concentrar y desecar las muestras se utilizó el equipo SAVANT 

DNA 110. El pellet de ADN obtenido, se resuspendió en 200 µl de agua ultradestilada 

(Toro 1998) y se realizó una limpieza de las muestras. Para ello se añadieron 200 µl de 

Cloruro de Litio (8 M) manteniendo las muestras durante 3 horas a -20 ºC y posterior a 

lo cual se centrifugaron a 10.400 rpm por 30 minutos a 4 ºC (Sambrook et al. 1989). La 

limpieza del ADN se continuó con la eliminación del sobrenadante y lavando el pellet 

con etanol al 70 %. Posteriormente se efectúo la desecación por 20 minutos haciendo 

uso del concentrador de DNA (SAVANT DNA 110). Terminando el procedimiento de 

limpieza se resuspendió el pellet de ADN resultante en 200 µl de agua bidestilada y se 

almacenó a -20 ºC, hasta el momento de su amplificación. 

 

 

3. Medición y  cálculo de la concentración del ADN. 
 

El ADN de las muestras fue cuantificado, tomando lecturas de absorvancias a 

260 y 280 nm en un espectrofotometro (UV / VIS spectrophotometer SUV 2120). Para 

realizar la medición fue necesario diluir las muestras en una proporción de 1/20.  

Como criterio de pureza se consideró la razón de la lectura obtenida (260 nm/280 nm) 

próxima a 1.8 (Sambrook & Russell 2001). Para realizar los cálculos de concentración 

se consideró el valor 1.0  de absorvancia (A) a 260 nm, el  cual equivale a 50 µg/ml de 
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ADN doble hebra (Sambrook & Russell 2001). Para obtener la concentración de ADN 

de cada muestra se ocupó la siguiente formula:  
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Concentración de ADN (µg/ml) = (A 260 X factor de dilución X 50  µg ADN/ml)

                     Volumen total muestra (ml) 
. Amplificación del ADN: 
4.1   RAPDs  

La técnica RAPDs utiliza marcadores moleculares que presentan un solo  

ligonucléotido de entre 5 y 10 pares de bases con una secuencia arbitraria, la cual se 

tiliza para amplificar regiones anónimas del ADN genómico (nuclear o mitocondrial), 

in la necesidad de secuenciación previa. La amplificación del ADN se llevó a cabo por 

edio de la reacción en cadena de la polimeraza (PCR), utilizando una mezcla total de 

5 µl (en tubos para PCR ultra delgados de 500 µl; Gordon technologies). La mezcla de 

eacción se preparó con 1 µl de ADN genómico (concentración de aproximadamente           

0 ng/µl), 2.5 µl de dNTPs (2 mM), 1.75 µl de MgCl2 (25 mM), 2.5 µl PCR – buffer 10 X, 

.5 µl del partidor (10 µM/µl), 1 unidad de Taq ADN polimerasa (5 U/µl) (Invitrogen) y 

2.55 µl de agua bi-destilada.   

La reacción fue cubierta con una gota de aceite mineral para evitar evaporación y 

osteriormente cada una de las muestras se dispuso en el termo-ciclador (Amplitron® II, 

hermolyne Inc.). El programa del termo-ciclador (después de ajustarlo al mejor 

esultado, en presencia y claridad de banda), comenzaba con una desnaturalización 

eneral del ADN a 95 ºC por 15 segundos y luego 36 ciclos, los cuales constaban con 

na desnaturalización parcial a 94 ºC por 30 segundo, un proceso de anillaje a 32 ºC 

or 30 segundos y por último un periodo de duplicación a 72 ºC por 1 minuto y 

erminado los 36 ciclos se mantuvo el  producto amplificado a 4 ºC. 
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Los tres partidores que presentaron resultados satisfactorios, es decir con presencia 

de polimorfismo, fueron seleccionados de un total de 49, los cuales fueron sintetizados 

por Biosource international a una concentración de 100 mM (Tabla 1). 
 
 

4.2  RFLPs  
 

Esta técnica se basa en la incorporación, a la muestra a amplificar, de un partidor 

codificante y el posterior corte del producto amplificado con una enzima de restricción 

para obtener patrones de bandas discriminantes. En esta investigación fue utilizado el 

partidor citocromo oxidasa mitocondrial (I-COI) (Folmer et al. 1994, Baldwin et al. 1996, 

Collin 2003) LCO 1490: 5´-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3´ y HCO 2198: 5´- 

taaacttcagggtgaccaaaaaatca -3´  

La amplificación de la muestra de ADN con el partidor I-COI, se realizó con una  

mezcla total de 25 µl (en tubos para PCR ultra delgados de 500 µl; Gordon 

technologies) en los cuales se preparó la reacción, con 5 µl de ADN genómico extraído 

con una concentración de aproximadamente 50 ng/µl; 2.0 µl de dNTPs (2 mM), 1.5 µl 

de MgCl2 (25 mM), 2.5 µl PCR – buffer 10X, 2.5 µl de cada uno de los partidores 

ocupados (10 µM/µl), 1 unidad de Taq ADN polimerasa (5 U/µl) (Invitrogen) y 8.8 µl de 

agua bidestilada.  La reacción fue cubierta con una gota de aceite mineral para evitar 

evaporación y se ubicó cada una de las muestras en el termo-ciclador (Amplitron ® II, 

Thermolyne Inc.). Como control se utilizó una muestra sin ADN genómico. El programa 

del termo-ciclador, consistió en una desnaturalización inicial a 94 ºC por 2 minutos y 

luego 35 ciclos consistentes en una desnaturalización del ADN a 95 ºC por 1 minuto, un 

proceso de anillaje a 52 ºC por 1 minuto y por último un período de duplicación a 72 ºC 

por 1 minuto. Una vez terminado el programa de amplificación, el producto fue 

mantenido  a 4 ºC.  

Después de la amplificación, el producto obtenido fue digerido con la enzima de 

restricción NLA - IV (New England Biolabs). Esta enzima de restricción corta el ADN en 

la secuencias 5´... GGNNCC... 3´. Se mezcló 7.5 µl de producto amplificado, 0.5 µl 
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enzima de restricción (NLA - IV), 1.0 µl de NE buffer 4 10 Xl, 0.5 µl albumina del suero 

bobino (BSA) acetilado y 1 µl agua bidestilada (Baldwin et al. 1996). La mezcla fue 

incubada por 12 horas a 37 ºC.  

 

 

5. Electroforésis en geles de agarosa :   
 
 
 La totalidad de los fragmentos de ADN, amplificados con los partidores utilizados, 

se separaron en geles de agarosa (Invitrogen Ultra Pure 1000), los cuales fueron 

preparados a una concentración del 1.2 % en buffer TBE 0.5 X (44.5 mM tris base,    

44.5 mM ácido bórico, 1M EDTA pH 8). A esta mezcla se le agregó ethidium bromide 

(10 mg/ml) a una concentración en la mezcla del 1 %. Cada solución de agarosa fue 

vertida en moldes de acrílico donde se mantuvo una peineta que permitio la creación de 

pequeños recipientes una vez que la agarosa solidifico. Estos recipientes fueron usados 

para la depositación del producto amplificado o digerido con enzimas de restricción, 

donde se utilizo una mezcla de 10 µl de producto amplificado y 3 µl buffer de carga 

(0.03 % azul de bromofenol, 0.03 % de xilen cianol, 60 % de gicerol y 50 mM EDTA) 

como frente de migración. En cada gel se cargó un patrón de bandas estándar 1000 bp 

(ladder DNA, Promega) para la identificación aproximada del peso molecular de las 

bandas amplificadas. Los geles con las muestras incorporadas fueron sumergidos en 

una cámara electroforética conteniendo el buffer  TBE 0.5 X (44.5 mM  tris base, 44.5 

mM ácido bórico, 1 M EDTA pH 8). Cada gel fue sometido por aproximadamente 1 hora 

y 30 minutos a 75 Volts.  La visualización de los patrones de bandas en cada una de los 

geles se llevó a cabo bajo luz UV y donde, además, se capturó la imagen del gel por 

medio de una cámara fotográfica digital  marca SONY ®. 
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6. Análisis de los datos obtenidos:  
 

Los resultados obtenidos con la técnica de los RAPDs, fueron analizados a partir 

de los patrones de bandas obtenidos directamente de las fotografías capturadas de los 

geles de agarosa.  Así se codificó las bandas presentes como (1) y las ausentes como 

(0), con lo cual se configuró una matriz de datos. 

La identificación de especies fue realizada en base a los datos obtenidos en la 

matriz, donde se buscaron las bandas o patrones de bandas discriminantes para cada 

una de las dos especies estudiadas.   

El análisis estadístico se realizó con los programas computacionales POPGENE 

32 (Population Genetics Software) (Yeh et al. 1997) y GenAlEx version 5.1 (Peakall & 

Smouse 2001).  

Al utilizar el programa POPGENE y debido a la inexistencia de trabajos 

enzimáticos en estas poblaciones, fue necesario asumir que las poblaciones estudiadas 

presentan el equilibrio de Hardy - Weinberg (FIS = 0.0). También se asumió que las 

bandas presentes en cada uno de los loci son diferentes e independientes y que no 

presentan co-migración. Con este programa computacional se calculó el flujo génico 

(Nm) en base al coeficiente de diferenciación poblacional (Gst), aplicando la formula 

[Nm = 0.5 (1 - Gst)/Gst ] (Mc. Dermott & Mc. Donald 1993). También, se determinaron la 

diversidad genética (h), las distancias génicas (D) (basados en las formulas de Nei 

1972, 1978), además del número y porcentaje de loci polimórficos. Esto último permitió 

estimar la variabilidad existente entre las especies estudiadas. Basado en el patrón de 

diferenciación genética (distancia genética de Nei 1972, 1978), se generó un 

dendrograma, utilizando el UPGMA (Unweigthed Pair Group Method with Airthmetic 

Mean).  

Con el programa GenAlEx, se realizó un análisis por especie del número de 

bandas presentes en cada una de las poblaciones estudiadas, como también se 

determinó la heterozigocidad promedio. Además, se realizó el análisis molecular de 

varianza (AMOVA; Excoffier et al. 1992), el cual permite evaluar la variación inter e 

intrapoblacional, entregando una medida de la varianza que es atribuída a cada fuente 

de variación, lo que permite valorar el grado de panmixia de las poblaciones (Holmes et 
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al. 2004, Sands et al. 2003, Kruse et al. 2003). Paralelamente, se realizó el test de 

Mantel, por medio del programa GenAlEx version 5.1, análisis que permite realizar 

comparaciones pareadas entre distancias génicas y distancias geográficas, mediante 

un gran número de permutaciones al azar.  
 

 

RESULTADOS 
 
1. Identificación de especies   
  

La primera aproximación, para la identificación específica realizada en base a la 

técnica genética Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs), no mostró 

resultados utilizables, debido a la existencia de patrones de bandas iguales entre 

ambas especies (Fig. 2, A , Fig. 2, B), incluso después  de haberse ocupado la enzima 

de restricción NLA -IV (Fig. 3). 

 El uso de la técnica RAPD, permitió la identificación de un total de 34 loci 

amplificados en un total de tres partidores, con una distribución de 12, 12 y 10  loci, 

para los partidores CRE 20, CRE 28, y CRE 35 respectivamente (Tabla 1).  

Los patrones de bandas obtenidas en cada una de las especies, permitió 

identificar la existencia de bandas discriminantes en Crepidula dilatata y Crepidula 

fecunda, en los patrones de bandas del partidor CRE 35. Las bandas existentes para 

C. fecunda presentaron un peso aproximadamente de 700, 400 y 300 pares de bases, 

en cambio C. dilatata presentó sólo bandas con pesos de 500 y 300 pares de bases. 

Aquellos individuos en que no se  presentó el patrón de bandas discriminantes, fueron 

excluidos de todo análisis (Fig. 4). 
La separación específica de los ejemplares muestreados en todas las 

poblaciones permitió reconocer que el 70 % de ellos fueron C. fecunda y un 19 % de C. 

dilatata, en tanto el 11% correspondió a ejemplares no identificados. 

La existencia de una mayoría de individuos de la especie C. dilatata se identificó 

en la localidad de Quempillén, en tanto C. fecunda, tuvo presencia mayoritariamente en 

las localidades de Dalcahue y Yaldad. En el resto de las poblaciones (Quemchi, 
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Queilen, Chaiguao) se observó la presencia de ambas especies, pero con prevalencia 

de la especie C. fecunda (Fig. 5). 

 
2. Análisis genético poblacional  
 

2.1 Número de bandas amplificadas  
 

La comparación de la cantidad de bandas amplificadas para cada una de las 

especies y en cada una de las poblaciones en estudio, entregó un valor promedio 

levemente menor en C. dilatata (22 ± 1.50)  que en  C. fecunda  (25 ± 4.67). 

A nivel poblacional, se observó que el menor número de bandas se registró en la 

población de Quempillén con 18 bandas para la especie C. fecunda. El resto de las 

poblaciones mantuvo un número parecido de bandas por especie (Fig. 6 y 7). Algunas 

bandas privadas fueron identificadas para los ejemplares de C. dilatata, en la 

poblaciones de Quempillén y Quemchi, siendo exclusivas para las poblaciones donde 

se encuentran y determinan en algún grado, la singularidad de esa población (Fig. 7). 

 
 2.2 Flujo Génico 

 

El flujo génico para C. dilatata fue de 0.91 y de 1.86 para C. fecunda. Un 

análisis del flujo génico estimado en forma pareada entre las poblaciones muestran, 

para casi todas las localidades analizadas, valores mayores para la especie C. 

fecunda, con la excepción de los pares de  localidades Quempillén - Queilen y 

Quempillén - Chaiguao (Fig. 9). 
 

2.3 Diversidad Genética  
 

 La diversidad genética intra e interpoblacional, fue mayor en cada uno de los 

lugares muestreados para C. fecunda que para C. dilatata (0.20 y 0.14 

respectivamente). Esto sugiere la existencia de mayor intercambio genético, entre los 

individuos de cada una de las poblaciones de C. fecunda. Por su parte, la población de 
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Quempillén tuvo los menores valores de diversidad génica, tanto para C. dilatata (0.09 

± 0.02) como para C. fecunda (0.11± 0.05) (Fig. 8). 

 
2.4 Numero de Loci Polimórficos  

 
 En C. dilatata, el número de loci polimórficos fue bastante similar fluctuando 

entre 19 y 22; en tanto que para C. fecunda, éstos fluctuaron entre 16 - 30, valores que 

representan un porcentaje de loci polimórficos para cada especie de 85.3 % y 100 %, 

respectivamente. 

Las poblaciones que presentaron los valores más bajos de loci polimórficos 

fueron las de Chaiguao (19) para C. dilatata y Quempillén (16) para C. fecunda     

(Tabla 2). 

 
2.5 Distancia génica  

 
 En C. dilatata, la población de Yaldad es la que presenta una mayor distancia 

génica entre todas las poblaciones estudiadas. Así, las poblaciones de Quempillén, 

Queilen, Quemchi y Chaiguao, presentan una menor distancia genética entre ellos, 

siendo Chaiguao la población que más se aleja en este grupo (Tabla 3 y Fig. 11).   
En el caso de C. fecunda, Yaldad y Quempillén corresponden a las poblaciones 

más alejadas genéticamente, en relación a los otras poblaciones estudiadas. Las 

poblaciones de Quemchi, Chaiguao y Dalcahue presentaron las mayores cercanías 

genéticas, siendo esta última, la población más alejada en el grupo (Tabla 4 y Fig. 10). 

Por su parte, la magnitud de la distancia génica para C. dilatata es 

aproximadamente el doble que la de C. fecunda (Fig. 10 y 11). 

 
2.6 Heterozigocidad promedio 

 

 La heterozigocidad promedio en cada una de las poblaciones estudiadas, fue 

mayor para C. fecunda que para C. dilatata (Tabla 5). Por su parte, en la población de 

Quempillén, tanto C. dilatata como C. fecunda, presentaron los valores más bajos de 
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todas las poblaciones estudiadas, sugiriendo que esta localidad tendría características 

biológicas y oceanográficas especiales. 

 
2.7 AMOVA 

 
El análisis molecular de varianza identificó diferencias significativas (p < 0.01) 

para C. dilatata y C. fecunda, explicado por variaciones intrínsecas de cada población. 

En ambas especies (C. dilatata y C. fecunda) el porcentaje de variación 

interpoblacional fue mayor que el intrapoblacional, indicando que la variación genética 

total, es explicada mayoritariamente por las diferencias entre poblaciones (Tabla 6). 

 
2.8 Test de Mantel 

 

La correlación entre distancia geográfica y distancia génica, utilizando 5000 

permutaciones, determinó correlaciones significativas (p < 0.05) para ambas especies. 

Cuando se utilizó la distancia génica estimada según Nei (1972), para el caso de C. 

dilatata se obtuvo un valor de 0.111. Por su parte, los valores de correlación de Mantel 

para C. fecunda fueron 0.342 al utilizar la distancia génica estimada según Nei (1972). 
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DISCUSIÓN  
 

Los análisis basados con marcadores RFLPs no permitieron encontrar 

diferencias entre las dos especies de Crepidula estudiadas. La secuenciación 

obtenidas con el partidor COI entre C. dilatata y C. fecunda, mostró una diferencia de 

sólo 1.7 % en las pares de bases obtenidas (Collin 2003). Estos  resultados podrían 

justificar la incapacidad para lograr una diferenciación de las especies estudiadas, 

mediante RFLPs, debido que ésta técnica, se basa en la presencia de patrones de 

bandas diferentes en geles de agarosa  una vez digerido el ADN amplificado. Como 

consecuencia del bajo porcentaje de diferenciación entre los pares de bases 

secuenciados, no fue posible obtener diferencias específicas, a pesar de utilizar la 

enzima de restricción NLA- IV.  

 Sin embargo, la técnica con marcadores RAPDs permitió identificar bandas 

discriminantes,  posibilitando con ellas la identificación específica de las muestras 

obtenidas. (Crossland et al. 1993, Andre et al. 1999, Rego et al. 2002, Costa et al. 2004, 

Liu & Cordes 2004). La metodología utilizada (RAPDs) presenta ventajas que dan 

consistencia a los resultados. Lo anterior, se debe a que los partidores utilizados no son 

codificantes y tienen un tamaño pequeño (5-10 Pb), los cuales se insertan en todo tipo 

de ADN, ya sea nuclear o mitocondrial, posibilitando incluso la detección de pequeñas 

diferencias entre individuos. Sin embargo, la técnica de los RAPDs complica la 

replicidad de la investigación, debido a factores tales como la calidad y concentración 

del ADN, el tipo de polimeraza,  la concentración de magnesio, el tipo de termociclador 

y el programa utilizado para la amplificación (Parker et al. 1998, Féral 2002, Hermosilla 

2004, Liu & Cordes, 2004). Sin embargo, una vez estandarizado se logra una alta 

repetibilidad que permite ser utilizado en estudios de sistematicas y ecología.    

La distribución porcentual de cada una de las especies en las poblaciones 

muestreadas, indica la presencia de ambas especies a lo largo de todo el territorio 

estudiado, pero en Dalcahue y Yaldad se presentó sólo la especie C. fecunda y en 

Quempillén gran parte de los individuos fueron identificados como C. dilatata. Lo 

anterior podría indicar que C. fecunda se presenta en sectores con influencias marinas, 

en tanto que C. dilatata se asociaría a lugares con mayor influencia estuarina. Por otro 
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lado, el porcentaje de individuos no identificados (11%, 25 individuos), podría deberse a 

la existencia de artefactos técnicos, ya sea en la extracción del ADN, como también en 

el protocolo de amplificación.  

El flujo génico interpoblacional de C. dilatata (0.89) es bastante reducido, a 

diferencia de C. fecunda (1.86), cuando se tiene en consideración lo señalado por 

Slatkin (1994), quien señala que valores de flujo génico sobre 1, indican que las 

poblaciones sobrepasan los efectos de la deriva génica y se impide, con esto, la 

diferenciación local.  

Los resultados de un análisis pareado por población para cada especie, 

corrobora un mayor flujo génico de C. fecunda que de C. dilatata. La únicas 

excepciones a favor de la especie con desarrollo directo (C. dilatata) corresponde a los 

pares de poblaciones de Quempillén - Chaiguao y Quempillén - Queilen. Esta ultima 

situación pudiera explicarse por un efecto antropogénico, ya que ambas poblaciones se 

encuentran en un sector dedicado a la acuicultura de bivalvos (Mytilus y Ostrea), y 

donde las especies del genero Crepidula son epibiontes de este tipo de invertebrados 

(Gallardo 1979). Una situación similar, ha sido descrita para la especie O. chilensis, 

donde la actividad acuícola distorsiona la estructura genética poblacional debido al 

traslado de ejemplares de un lugar a otro (Toro 1996).  

La existencia de un mayor flujo génico entre la poblaciones de Quempillén, 

Queilen y Chaiguao para el caso de C. dilatata, podría estar relacionado con las 

corrientes marinas superficiales (0 - 30 mts.) que se desplazan desde el Golfo de Ancud 

al Golfo del Corcovado con movimiento neto desde el sector norte de la Isla de Chilóe, 

hacia el Sur de ella (Silva 1998), lo que podría facilitar la deriva de ejemplares vía 

rafting.  

La presencia de valores de diversidad génica más altos en la especie de              

C. fecunda, en cada una de las poblaciones estudiadas, podría ser explicado por la 

presencia de una larva pelágica con una duración en la columna de aguas de 

aproximadamente 15 días (Soto 2001), siendo un factor importante en la dispersión y 

en el intercambio génico de esta especie. En tanto, la población de Quempillén 

presentó los menores valores de diversidad génica en ambas especies. El río 

Quempillén es un estuario que desemboca en las aguas del río Pudeto, situación que 
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podría actuar como barrera tanto de entrada, como para la salida de larvas, siendo un 

sector de retención larval (Bilton et al. 2002) resultando de esta forma en una población 

con una reducida diversidad genética. 

El porcentaje de loci polimórficos, es decir, el porcentaje de un gen que se 

expresa de diferentes formas en una población, se presentó en un rango entre 47 % - 

85 %, para C. fecunda y de 55 % - 85 % para C. dilatata, siendo mayores estos 

valores que el promedio de loci polimórficos para un conjunto de moluscos (41.2%,  

Fuijo et al. 1983). En tanto, el porcentaje de loci polimórficos de Ostrea edulis están 

registrados en un rango entre 18.2 % y 40.9 % (Saavedra et al. 1993). Al igual que para 

los prosobranquios Cominella lineolata con 24.1% y Bedeva hanleyi con 41.7% 

(Hoskin 1997). Esto resultados indicarían que los valores de la presente investigación 

serían mayores que los publicados, tal vez, justificados por el uso de técnicas 

diferentes, ya que los autores nombrados realizaron sus estudios en base a 

electroforésis enzimática, metodología indirecta, basada  en la expresión genética, sin 

basarse en el ADN de los individuos.  

 El análisis de los dendrogramas para ambas especies, indican que la distancia 

génica de C. fecunda es la mitad de la presente en C. dilatata, lo cual permite inferir 

que las diferencias en sus estrategias reproductivas (larva pelágica versus desarrollo 

directo) presentan un efecto importante en la configuración genética de cada especie. 

Las distancias génicas de especies con desarrollo directo tales como Crepidula 

cf. convexa (0.008 - 0.076) y Crepidula convexa (0.037 - 0.057), fueron inferiores a 

los registrados en este estudio para C. dilatata (0.067 - 0.200), lo cual señala que en 

ésta ultima especie, el intercambio genético es menor que para las especies del 

hemisferio norte. La presencia de distancias génicas menores se puede deber a 

factores tales como la densidad poblacional de cada una de la especies (Scheltema 

1971), o a factores reproductivos. La especie del hemisferio norte produce entre 8 – 20 

cápsulas por hembra y cada cápsula presenta entre 15 – 25 embriones (Hendler & 

Franz 1971), en tanto C. dilatata solo desarrolla entre 9 – 22 cápsulas por hembra con 

un rango entre 2 -12 embriones (Penchaszadeh et. al 2002). Estos factores podrían 

afectar fuertemente la capacidad dispersiva de las especies, debido a que una mayor 

cantidad de descendientes por generación favorecería el intercambio entre poblaciones.  
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La distancia génica obtenida en C. fecunda fue de 0.013 - 0.105, en tanto que, 

para las especies Crepidula fornicata y Crepidula plana, ambas con desarrollo 

planctónico fueron de 0.003 - 0.016 y 0.052 - 0.097 respectivamente (Hoagland 1984). 

A pesar que las tres especies presentan larva pelágica, sólo en los casos de C. 

fecunda y C. plana se identifican altos valores de distancias génicas, los que en el 

caso de la primera, podría deberse  a la presencia de corrientes marinas (Silva 1998) 

que impidan, debido a su magnitud y dirección, un efectivo transporte larval entre las 

poblaciones estudiadas (Scheltema 1971)  

Los promedios de heterozigocidad para C. dilatata (0.09 - 0.16) y para C. 

fecunda (0.11 - 0.19), se encuentran dentro de los rangos reportados para diferentes 

especies de moluscos (0.05 - 0.21, Fujio et al. 1983). 

La heterozigocidad promedio fue muy baja en caso de C. dilatata, lo cual hace 

evidente que el intercambio génico entre las poblaciones estudiadas fue muy escaso, 

significando una disminución a futuro del pool génico de estas poblaciones. Esta 

heterozigocidad no sólo puede estar influenciada por la mecánica reproductiva de la 

especies (e.g. ausencia de larva pelágica), sino por factores geográficos, y  

oceanográficos que pueden interrumpir el flujo de individuos entre las poblaciones. 

(Collin 2001, Wares et al. 2001, Zacherl et al. 2003). 

Especies con desarrollo directo tales como C. dilatata, C. convexa y C. 

atrasolea muestran concordancia en los resultados de AMOVA, ya que la variación 

interpoblacional  presenta mayor relevancia  que la variación intrapoblacional, indicando 

que la variación existente es mayor entre la poblaciones. En cambio, los datos 

obtenidos para C. fecunda no coinciden con los datos para C. fornicata (Collin 2001), 

ya que presenta mayor variación a nivel intrapoblacional.  C. fecunda, libera larvas con 

tamaño de 0.35 – 0.44 mm longitud de concha (Cubillos 2004), en tanto que C. 

fornicata 0.44 - 0.48 mm longitud de concha (Collin 2001). Por otro lado, los tamaños 

de asentamiento son de 0.5 - 0.6 mm. longitud de la concha (Montiel 2002) y 0.94 -   

1.00 mm longitud de la concha (Pechenik et al. 1996), respectivamente. Esta situación 

podría representar, para C. fecunda, un menor tiempo de dispersión larval, ya que ella 

permanece solo 15 días en la columna de agua. Por su parte C. fornicata, presenta un 
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periodo larval pelágico de 34 días (Thouzeau 1991), lo cual se traduce en una mayor 

capacidad de dispersión larval.  

Por otro lado, el tamaño poblacional de las especies podrían también tener un 

impacto en la dispersión larval, ya que especies con densidades altas presentarían un 

numero elevado de larvas en el periodo reproductivo, con lo cual asegurarían mayor 

dispersión y por ende la posible conquista de nuevos territorios (Scheltema 1971). 

El test de Mantel, aplicado para ambas especies del presente estudio, fue 

significativos (p < 0.05), pero con bajos valores de correlación. Esto podría deberse a 

que las distancia geográficas entre las poblaciones estudiadas fue de sólo 

aproximadamente 230 kilómetros, lo que influiría en la sensibilidad del análisis. Por otro 

lado, la configuración geomorfológica de la costa también pudiera haber impacto en el 

bajo correlación de Mantel. Así por ejemplo, las poblaciones de Yaldad y Chaiguao, son 

las más cercanas geográficamente (39 km), pero sus distancias génicas son muy altas 

(C. dilatata = 0.208; C. fecunda = 0.108). Yaldad es una bahía protegida y no recibe 

directamente la influencia de corrientes que si afectarían al sector de Chaiguao, 

traduciendose en una escasa posibilidad de deriva larval desde  éste ultimo lugar hacia 

el interior de la bahía de Yaldad (Silva 1998). 

En la presente investigación se logro ajustar las técnicas genéticas para lograr la 

diferenciación de especies. Estos métodos genéticos, deben ser un complemento 

necesario para asegurar la correcta identificación de especies, a los ya tradicionales 

métodos morfométricos, debido a que estos últimos presentan grandes variaciones 

(plasticidad fenotípica), impuestos por las condiciones ambientales imperantes en cada 

localidad (Seed 1992). 

En consideración a los resultados de la presente investigación se hace evidente 

que la presencia de un estado larval pelágico permite un mayor flujo génico 

interpoblacional, lo que favorecería una mayor  heterozigocidad de las poblaciones.       

Por otra parte, el desarrollo directo conlleva a un aumento en la homogenidad 

intrapoblacional y por ende en un aislamiento poblacional, producto de las dificultades  

que tiene el proceso de dispersión, llevado a cabo principalmente por los estadios 

juveniles.    
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En el futuro será necesario llevar a cabo estudios genéticos complementados 

con trabajos ecológicos y oceanográficos, con el fin de lograr una visión acabada de los 

factores que estarían afectando la estructura genética poblacional de cada una de las  

especies.  

 
 
CONCLUSIONES  
 

• Con las técnicas RAPDs fue posible la identificación genética de las especies de 

Crepidula dilatata y Crepidula fecunda.  

 

• Las estrategias reproductivas en las especies estudiadas, influyen en la 

conformación genética poblacional en el área de estudio. Es decir, la presencia de 

larva pelágica en el desarrollo larval (C. fecunda) asegura una dispersión mayor 

respecto de aquellos que tienen un desarrollo directo ( C. dilatata).   

 

• La estrategia reproductiva no explica totalmente la estructura genético poblacional 

de C. fecunda y C. dilatata, ya que existen factores geográficos, hidrodinámicos, 

biológicos, denso poblacionales y antropológicos, que podrían influir  en la 

conformación genética de las poblaciones estudiadas. 
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Figura 1. Mapa de la zona  de muestreo, indicando cada una de las poblaciones de 

donde fueron recolectados especímenes de C. fecunda y C. dilatata. 
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Figura. 2.  Patrón de bandas resultantes de la amplificación del ADN por medio de 

partidor I- COI, en  (A) C. dilatata y (B) C. fecunda, en dos programas del amplificación 

probados. 

 

 
Figura 3. Patrón de bandas resultantes después de aplicar la enzima de restricción 

NLA- IV al producto amplificado.( F= C. fecunda ; D = C. dilatata; L= Ladder). 
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Figura 4. Patrón de bandas resultantes del partidor  CRE 35, con el cual se realizó la 

identificación de especies D = C. dilatata, F = C. fecunda y L = Ladder. La banda  con 

un peso de 380 pb, refleja la existencia de individuos no identificables.  
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Figura 5. Número de especimenes de C. dilatata,  C. fecunda y  ejemplares no 

identificados  en los diferentes lugares muestreados en la Isla de Chiloé. 
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Figura 6. Porcentaje de bandas amplificadas, en cada una de las áreas de muestreo 

donde se encontraron ejemplares de C. fecunda.  
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Figura 7. Numero de bandas en cada una de las poblaciones de C. dilatata y su 

distribucion por frecuencia de aparición. 
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Figura 8. Diversidad génica intra e interpoblacional (error estándar) en C. dilatata y C. 

fecunda *Inter: Calculo interpoblacional (error estándar).  
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Figura 9. Flujo génico de C. dilatata y C. fecunda; para cada pareja de poblaciones 

estudiadas Qp = Quempillén, Qm = Quemchi, Dl = Dalcahue, Ql = Queilen, Ch =  

Chaiguao, Yd = Yaldad y Inter = Análisis interpoblacional por especies.  
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Figura 10. Dendrograma basado en UPGMA sobre las distancias génica de las 

muestras de C.  fecunda. 
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Figura 11. Dendrograma basado en UPGMA sobre las distancias génica de las 

muestras de C.  dilatata. 
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Tabla 1. Secuencia de los partidores utilizados que amplificaron patrones de bandas 

polimórficas. 

 

     

          CRE 20    5´-  TAGCCCGCTT - 3´      

                       CRE 28    5´ - GTGCGTCCTC - 3´      

                       CRE 35    5´-  ACGACGTAGG – 3 

 

 

 
 
 
 
 
Tabla 2. Número y porcentaje de loci polimórficos, para cada especie y en cada una de 

las poblaciones estudiadas.   

 

 
 Quempillén Quemchi Dalcahue Queilen Chaiguao Yaldad Total 

C. dilatata 20 
58.82% 

20  
58.82% ---- 22  

64.71 %
19  

55.88 % ---- 29  
85.2 % 

C. fecunda 16  
 47.06 % 

30    
88.24 % 

27  
 79.41 % 

29  
85.29 % 

29  
85.29 % 

21  
61.76 %

34  
100% 
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Tabla 3. Distancia génica  para C. dilatata, obtenida  en base a los cálculos bajo de la 

diagonal (Nei, 1972) y  sobre la diagonal (Nei, 1978).Valores subrayados indican las 

estimaciones extremas de  las distancias génicas. 
 

 

Población Quempillén Quemchi Queilen Chaiguao Yaldad 

Quempillén **** 0.0484 0.0084 0.0178 0.1700

Quemchi 0.0555 **** 0.0216 0.0522 0.1004 

Queilen 0.0169 0.0352 **** 0.0067 0.1650 

Chaiguao 0.0265 0.0660 0.0219 **** 0.2004

Yaldad 0.1710 0.1064 0.1725 0.2080 **** 

 
 
 
 
Tabla 4. Distancia génica  para C. fecunda, obtenida  en base a los cálculos bajo de la 

diagonal (Nei, 1972) y sobre la diagonal (Nei, 1978). Valores subrayados indican las 

estimaciones extremas de  las distancias génicas. 

 

 

 
Población Quempillén Quemchi Dalcahue Queilen Chaiguao Yaldad 

Quempillén **** 0.0369 0.0805 0.0747 0.0880 0.0734 

Quemchi 0.0425 **** 0.0336 0.0131 0.0314 0.06706 

Dalcahue 0.0853 0.0367 **** 0.0367 0.0593 0.1018

Queilen 0.0798 0.0164 0.0392 **** 0.0240 0.0976 

Chaiguao 0.0933 0.0349 0.0621 0.0271 **** 0.1042

Yaldad 0.0796 0.0749 0.1054 0.1015 0.1084 **** 
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Tabla 5. Heterozigocidad promedio, para cada especie en cada una de las poblaciones 

estudiadas.    

 

 
Especies Quempillén Quemchi Dalcahue Queilen Chaiguao Yaldad 

C. dilatata 0.09 ± 0.02 0.15 ± 0.03 ---- 0.16 ± 0.02 0.14 ± 0.03 ---- 

C. fecunda 0.11 ± 0.03 0.19 ± 0.02 0.16 ± 0.03 0.19 ± 0.03 0.16 ± 0.03 0.16 ± 0.03
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6.  Resultados del análisis de varianza molecular (AMOVA) para C. dilatata y C. 

fecunda, mediante 999 permutaciones.  

 

 

 Tratamiento G.L S. Cuadrados C. Medios % Varianza P-Valor 

Interpoblacioal 3 42.804 14.268 75.5 % < 0.01 
C. dilatata 

Intrapoblacional 45 151.440 3.365 24.5%  

Interpoblacioal 5 207.714 41.543 73.9 % < 0.01 C. fecunda 
Intrapoblacional 171 638.433 3.734 26.1 %  
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Tabla 7. Resumen de las distancias geográficas lineal de cada una de las poblaciones 

estudiadas.  

 

Población Quempillén Quemchi Dalcahue Queilen Chaiguao Yaldad 

Quempillén ***      

Quemchi 53.1 Km. ***     

Dalcahue 129 Km. 56.9 Km. ***    

Queilen 170 Km. 101 Km. 78.6 Km. ***   

Chaiguao 202 Km. 131 Km. 106 Km. 46.1 Km. ***  

Yaldad 228 Km. 162 Km. 141 Km. 70.8 Km. 39.1 Km. *** 

 

 


	PORTADA
	Agradecimientos

	INDICE GENERAL
	INDICE FIGURAS
	INDICE TABLA

	RESUMEN
	Summary

	INTRODUCCION
	MATERIAL Y METODO
	1. Muestreo poblacional
	2. Extracción de ADN
	3. Medición y cálculo de la concentración del ADN
	4. Amplificación del ADN
	5. Electroforésis en geles de agarosa
	6. Análisis de los datos obtenidos

	RESULTADOS
	1. Identificación de especies
	2. Análisis genético poblacional

	DISCUSION
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS
	Anexo. Figuras
	Anexo. Tablas


