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1. RESUMEN.

La estructura genética de las poblaciones de invertebrados marinos es el
resultado de una compleja interaccion entre procesos historicos, ecoldgicos,
demograficos y conductuales que actian tanto a nivel temporal como espacial,
determinando principalmente tasas y patrones de dispersion de gametos, cigotos,
larvas y adultos. En el presente Trabajo de Tesis se evalla la diversidad y estructura
genética de poblaciones de Crepipatella dilatata y C. fecunda, especies
morfologicamente cripticas de gastrépodos presentes en las costas chilenas cuyos
adultos estan mayoritariamente en simpatria, son de habitos sésiles y difieren en sus
modos reproductivos (desarrollo directo e indirecto respectivamente). Este estudio
involucré la amplificacion y secuenciacion de un fragmento de 610 pb de Citocromo
Oxidasa | mitocondrial (COIl). El analisis genético poblacional de estas secuencias
nucleotidicas mostré que C. fecunda tiene una mayor diversidad genética y menor
estructuramiento poblacional que C. dilatata, resultado que es concordante con lo que
se esperaba segun sus respectivos modos de desarrollo. Se discute acerca de la
utilidad de estas dos especies como modelo biolégico para estudiar las interacciones

entre modos de desarrollo y diversidad genética.



1.1 ABSTRACT

Genetic structure of marine invertebrate populations is the result of complex
interactions among historical, ecological, demographic, and behavioural processes that
act as temporal and spacial level, determining mainly rates and patterns of dispersion of
gametes, zygotes, larvae and adults. In this Thesis, | evaluate the genetic diversity of
populations of Crepipatella dilatata and C. fecunda, two morphologically cryptic species
of gastropods that occur in the intertidal Chilean coasts. These species occur mainly in
sympatry, have sessile habits and differ in their developmental modes (direct and
indirect development respectively). This study involves the amplification and sequencing
of a 610 bp fragment of mitochondrial Cytochrome Oxidase, COIl. The genetic analysis
of the nucleotidic sequences showed that C. fecunda has higher genetic diversity and
lower populational structuring than C. dilatata, results that are concordant with the
hypothesis and their respectives developmental modes. The utility of both species to

study the interactions between development modes and genetic diversity is discussed.



2. INTRODUCCION

En los ambientes marinos, la distribucion geografica de las especies generalmente
es mas extensa que la capacidad de dispersion de los individuos que la componen
(Knowlton, 1993), de manera que en el tiempo las poblaciones se pueden diferenciar
genéticamente a través de aislamiento por distancia: aquellas poblaciones mas
proximas resultaran mas similares entre si, que aquellas poblaciones mas distantes
(Bossart & Prowell, 1998; Poulin et al., 2001).

Sin embargo, no hay una causa unica y general que establezca los limites de
distribucion de las especies, razon por la que en la ultima década ha habido un interés
creciente por conocer y definir los procesos ecoldgicos y evolutivos que afectan la
distribucion de estos grupos de animales. En la mayoria de estos estudios se han
considerado tépicos tales como barreras geograficas (Carballo et al., 1997; Boury-
Esnault et al., 1999), corrientes oceanicas (Billingham & Ayre, 1996), fragmentacion de
habitats (King et al., 1999; Pfenninger & Posada, 2002), dinamica de poblaciones
locales (Toyohara et al., 1999; Tarjuelo et al., 2001) y diferencias en los modos de
desarrollo (Todd et al., 1998; Kyle & Boulding, 2000; Collin, 2001).

Con respecto a los modos de desarrollo y dado que en los ambientes marinos no
hay barreras tan evidentes para la dispersion como en los ambientes terrestres, la
norma esperada indica que especies con alto potencial de dispersion como aquellas
con larva planctotrofica, tendrian una distribucibn mas amplia y una estructura
poblacional menos evidente que aquellas especies con bajo potencial de dispersion,

como las especies con desarrollo directo, que tendian una estructura poblacional



espacialmente mas marcada (De Wolf et al., 1998; Meyer 2003). Ejemplo de la anterior
son los estudios de Bahonak (1999) y Collin (2001) quienes indican una relacion
estadisticamente significativa entre la capacidad de dispersion larval y los niveles de
subdivision geografica.

Sin embargo, un numero considerable de estudios (Hellberg, 1996; Hoskin, 1997;
Cunningham & Collins, 1998; Benzie, 1999, y referencias incluidas) no concuerdan con
este modelo sefalando que el potencial de dispersion tiene poca relacion con los
niveles de estructura poblacional y que por tanto no se puede extraer la conclusion
general de que las diferencias en los modos de desarrollo resultan en diferencias en la
distribucion geografica y estructura genética de las poblaciones.

Cabe sefialar que en la mayoria de los estudios antes citados, la escasez de un
modelo biolégico adecuado es evidente, de hecho, se comparan principalmente
especies que difieren considerablemente en su morfologia, ecologia y rangos de
distribucion; sin duda los elevados niveles de convergencias adaptativas hacen los
resultados poco consistentes.

La presente Tesis tiene por objetivo examinar la diversidad genética de dos
especies del género Crepipatella: Crepipatella dilatata (Lamark 1822) y C. fecunda
(Gallardo 1979), gastropodos presentes en las costas chilenas cuyos adultos estan
mayoritariamente en simpatria, son de habitos sésiles y difieren en sus modos
reproductivos.

Desde el punto de vista morfologico, estas dos especies presentan un elevado
grado de similitud, razén por la que por mucho tiempo fueron consideradas como una

sola especie. Los argumentos que indican que se trata de especies cripticas fueron



discutidos por Gallardo (1977; 1979) y estuvieron basados en rasgos de la biologia
reproductiva de estas especies tales como tamafio de las hembras y machos,
comportamiento sexual de los machos y especialmente diferencias claras en el patron
de desarrollo. En C. fecunda el tipo de desarrollo es planctotréfico (sensu Thorson,
1950), es decir, todos los huevos de la ovicapsula entran en desarrollo, no hay huevos
nutricios y en la eclosion se liberan larvas de vida libre de tamafio aproximado 500 um
(Gallardo, 1979). Crepipatella dilatata presenta desarrollo intracapsular directo (sensu
Thorson, 1950) del tipo lecitotréfico adelfofagico, donde sélo el 5-8 % de los huevos
entran en desarrollo, siendo los restantes consumidos por los embriones como huevos
nutricios (Gallardo, 1977). De la capsula no eclosionan larvas, sino estados juveniles
cuyas conchas miden entre 0,9 y 1,3 mm de longitud (Gallardo, 1979).

En Chile, el rango de distribucion de C. dilatata se extiende desde los 21° 11°S
(Bahia de San Marcos) hasta los 55°S (Tierra del Fuego) y el de C. fecunda se extiende
desde los 36°40°S (Peninsula de Tumbes) hasta los 45° 43'S (Fiordo de Quitralco). En
varias localidades de este rango de distribuciéon C. dilatata y C. fecunda se encuentran
en simpatria, situacion en la que C. dilatata forma poblaciones menos abundantes
(Gallardo, 1979). Ambas especies se encuentran en ambientes submareales e
intermareales y son mas frecuentes en playas con bolones y bloques, ambientes de
origen glaciar, muy tipicos de los canales y bahias interiores de los archipiélagos
australes. En ambientes submareales de estos canales, C. dilatata es un epibionte
comun de Austromegalobalanus psittacus y Aulacomya ater. Por su parte C. fecunda es
epibionte comun de A. ater y Choromytilus chorus y con menor frecuencia de A.

psittacus.



En el dltimo tiempo, la necesidad y posibilidad de un estudio mas directo del
material genético, ha permitido incrementar cada vez mas el uso de marcadores
moleculares de DNA (Collin, 2003; Oines, 2005) dado que presentan un mayor poder
de resolucion y eficiencia para poder detectar las diferencias de variabilidad genética
entre poblaciones o individuos (Avise, 1994; 2000). La mayoria de los andlisis de
variabilidad del material genético en poblaciones naturales se ha enfocado en el DNA
mitocondrial (mtDNA), debido a que posee un genoma haploide, y es heredado
generalmente por via materna, sin que ocurra recombinacion génica (Oines, 2005,
Vietes, 2006) y por tanto puede ser tratado como un solo locus génico, lo que a su vez
facilita la interpretacion y el tratamiento estadistico de los datos (Rodriguez, 2004). Por
otra parte, algunos genes del mtDNA poseen una alta tasa de evolucion, que en los
vertebrados, por ejemplo, es cuatro veces mas rapida que la mayoria de los de genes
nucleares (Birky et al., 1983; Wilson et al., 1985). El hecho de que algunos los genes
mitocondriales evolucionen mas rapido que la contraparte nuclear, permite la
identificacion de caracteres filogenéticos y genealdgicos entre taxa de estrecha relacion
como las especies y poblaciones (Brown et al., 1979; Rodriguez, 2004). La variabilidad
del mtDNA ha sido utilizada para estudiar la estructura genética de las poblaciones de
vertebrados e invertebrados marinos (Ovenden, 1990; Vietes, 2006), incluido
gastropodos de la familia Calyptraeidae (Collin, 2001).

La estructura genética de las poblaciones se ha estudiado en términos de
estadisticos-F, desde que Wright (1978) propusiera medir la desviacion de las
frecuencias genotipicas mediante los parametros Fis, Fir y Fst. Actualmente, la

estimacion de parametros puede realizarse haciendo uso de la informacién molecular



presente en las poblaciones que forman la muestra con el método conocido como
Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). Existen varios
estimadores de la variabilidad genética que se emplean cuando se trabaja con
secuencias de DNA, siendo las mas frecuentes: Diversidad haplotipica y Diversidad
Nucleotidica (n,) (Fontdevila, 1999).

Sobre la base de los rasgos de modos de desarrollo, morfologia, ecologia y
parentesco filogenético entre C. dilatata y C. fecunda, en este trabajo de tesis se

propone la siguiente hipoétesis.

Las poblaciones de Crepipatella que presentan desarrollo directo estan
estructuralmente mas diferenciadas entre si y posee n una diversidad genética

menor que las poblaciones que poseen desarrollo ind irecto .

En su contexto tedrico, en este estudio se pretende evaluar a C. dilatata y C
fecunda como un modelo bioldgico para generar hipétesis acerca de cdmo el modo de
desarrollo puede ser un condicionador importante en la diferenciacion y estructuracion

genética de sus poblaciones.



2.1 Objetivo General

* Examinar a través de secuencias nucleotidicas mitocondriales (Citocromo Oxidasa |,
COl) la diversidad genética y el grado de diferenciacién poblacional de C. dilatata y

C. fecunda.

2.2 Objetivos especificos

Obtener muestras de tejido de los individuos de poblaciones de C. dilatata y C.

fecunda.

» Secuenciar la region correspondiente a COI (650 nucledtidos aprox.) de DNA
gendmico aislado poblaciones de C. dilatatay C. fecunda.

» Evaluar la varianza molecular intrapoblacional e interpoblacional de C. dilatata y C.
fecunda.

» Estimar indices de diversidad genética para las poblaciones de C. dilatata y C.
fecunda.

* Obtener estimaciones del flujo génico (Ny,) entre las poblaciones de C. dilatata y C.

fecunda.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras Bioldgicas

Se analizaron 75 muestras de ejemplares de Crepipatella dilatata y Crepipatella
fecunda, provenientes de seis localidades geogréaficas de Chile (Fig. 1); 15 ejemplares
de Bahia de Chinquihue (41936’ S; 7305’ W), cuatro ejemplares de Bahia de Coquimbo
(2958’ S; 7121’ W), 14 ejemplares de Bahia Metri (419386’ S; 7241’ W), 15 ejemplares
de Quempillén (4152 S; 7346’ W),15 ejemplares de Aucho (4204’S; 7323 W) y 12
ejemplares de Punta Arenas (53°3’ S; 7057’ W). Lo s individuos fueron trasladados
vivos al laboratorio en donde se procedio a retirarlos con una espatula del sustrato en
gue se encontraban. Las especies se identificaron por el modo de desarrollo observado
en la capsula, segun lo descrito por Gallardo (1979). Para obtener las muestras de
tejido se cortaron aproximadamente 500 mg del musculo del pie del individuo y se
almacen6 en un tubo Ependorff con 1 ml de etanol 95%.

En el caso de la poblacion de Punta Arenas, se clasificd a priori como C. dilatata
ya que en su morfologia y distribucion geografica concordaba con la descripcién para
esta especie. En un analisis de las capsulas de los individuos de esta poblacion se
observd que presentaban un desarrollo intermedio (Comunicacion personal Dr. Carlos
Gallardo), pero al final de éste eclosionan juveniles, por lo que esta poblacién fue

considerada para efectos de analisis como una poblacién con desarrollo directo.
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3.2 Extraccion de DNA gendmico

El DNA se extrajo mediante el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989), al
cual se le realizaron algunas modificaciones: Se extrajo aproximadamente 50 mg de
muestra de tejido preservado en etanol 95% y se seco para eliminar el alcohol residual.
Se depositdé en un tubo Ependorff estéril de 1,5 ml. Al tubo se le agregaron 500 pl de
buffer STE 1X (Tris-HCI 50 mM pH 8,5, EDTA 25 mM), 25 pl de SDS 20%, 15 pl de
proteinasa K 20 mg/ml. Se incubd por dos horas a 55°C en un bafio termorregulado,
con agitacion periddica de la muestra. Una vez terminada la incubacion, se le agrego
un volumen de fenol saturado (Invitrogen) y se agitdo por vortex hasta obtener una
emulsion. Esta emulsion se centrifugé a 10.000 r.p.m por cinco minutos a temperatura
ambiente. Enseguida se recupero la fase acuosa y se colocé en tubos nuevos estériles,
posteriormente, se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto y 40 ul de acetato de
sodio 3 M pH 5,3. Se agitd suavemente y se dejo precipitar el DNA en un congelador a -
20T por un minimo de 2 horas. El precipitado se re cupero centrifugando a 10.000 r.p.m
por 10 minutos a 4° C. El sobrenadante se eliminé y se dejé secar la muestra a
temperatura ambiente por al menos una hora. Una vez seca la muestra se le agrego
100 pl de agua desionizada estéril y se almaceno a - 20<C.

Para evaluar el producto de la extraccion se realizd una electroforesis en un gel
de agarosa al 0,75%. Para la preparacion del gel, se pesé 0,6 gr de agarosa
(invitrogen), y se agregdé 80 ml de buffer SB (NaOH 10 mM ajustado a pH 8,5 con
H3BO3) y 4 pl de bromuro de etidio (0,5 pg/ml). El gel se cargd con 10 pl de muestra (7

ul de producto de extraccion y 3 pl de buffer de carga). La electroforesis se realizd por
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30 minutos a 100 V. El gel se visualizé en un transluminador UV y se fotografié con una

camara digital.

3.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y purific  acion de los productos
de PCR.

Se amplificaron aproximadamente 650 nucleétidos de la region mitocondrial COl,
a partir de 5,0 pl de DNA gendmico con una concentracion aproximada de 50 a 120
ng/ml; 5,0 pl de tampén de PCR 10x (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM KCI); 2ul de
dNTP mix 10 mM; 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,5 ul de Tag polimerasa; 2,0 pl del partidor
LCO1490 (5'- gct caa atc ata aag ata ttg g - 3’) y 2,0 pl del partidor HCO 2198 (5'- taa
act tca ggg tga cca aaa aat ca - 3’). Se completo a 50 pl con agua destilada desionisada
estéril (Folmer et al.,, 1994; Collin, 2003). Las condiciones de amplificacion fueron:
denaturacion inicial a 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion
enzimatica, constando cada ciclo de 45 segundos de denaturaciéon a 92° C, 60
segundos de reasociacion a 50 — 55° C y 45 segundos de extensiéon a 72° C. El
producto PCR fue chequeado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

El producto de PCR obtenido se purificd con el kit QIAquick PCR Purification
(QIAGen) siguiendo el siguiente protocolo: EI DNA amplificado se transfiri6 a una
columna de purificacion. Se le agregaron 500 pl de tampon QG. La mezcla de
centrifugé por un minuto a 10.000 r.p.m. Se descarté el eluido del tubo colector y se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. Al tubo colector se le agregd 700 pl
de tampon PE y se centrifugd por un minuto a 10.000 r.p.m. La columna de purificacion

se transfirid a un tubo Ependorff nuevo, limpio y estéril. Se eluyé con 50 ul de agua
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destilada desionizada estéril calentada a 50° C, se dej6é reposar por tres minutos.
Transcurrido el tiempo se centrifugd por un minuto a 10.000 r.p.m. El eluido se guarddé a
- 20°C. El proceso de purificacion se evaluo por m edio de una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Una vez terminada la electroforesis el gel de agarosa al 1% se fotografid
y se procedid a calcular la concentracion de la muestra utilizando el programa UN
SCAN IT V4.1. Una vez evaluada las muestras y calculadas sus concentraciones, se

enviaron a la empresa Macrogen Korea, para su secuenciacion.

3.4 Analisis de las Secuencias

Para el andlisis de las secuencias nucleotidicas de Citocromo Oxidasa | fue
necesario construir una matriz en la cual se identificaron las poblaciones de la siguiente
manera: Metri (Mt), Chinquihue (Ch), Quempillén (Qm), Punta Arenas (Pa), Aucho (Au)
y Coquimbo (Cq). El alineamiento se realizd con el programa ClustalX (Thompson et al.,
1997). Para optimizar el resultado del alineamiento, se realizd6 en repetidas
oportunidades evaluando los costos de apertura de gap desde 30 a 70, y en forma
paralela se realizé un analisis visual de las matrices de alineamiento obtenidas,
eliminando nucleétidos extremos que no tenian sentido dentro de la secuencia y que
solo producian segmentos no informativos para el analisis. En algunos casos se
realizaron modificaciones en la posicion de los gap, privilegiando la homologia de
posicion de los nucledtidos entre secuencias, asi como también, se retiraron algunos

gap segun la lectura del cromatograma de la secuencia original.
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Figura 1. Mapa de las zonas de muestreo, indicando las poblaciones donde fueron

recolectados los especimenes de C. fecunda (Aucho, Chinquihue y Metri) y C. dilatata

(Quempillén, Punta Arenas y Coquimbo).
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Para corroborar si las secuencias obtenidas producto del alineamiento tenian
sentido biolégico se procedio a realizar la traduccion de la secuencia con el programa

BioEdit v7.0.5.3 (Hall, 1999).

3.5 Analisis Genético Poblacional.

El andlisis estadistico de la informacion genética de este locus, dentro y entre las
poblaciones de C. dilatata y C. fecunda, fue inferido por la comparacion entre las
secuencias de los individuos de las poblaciones con desarrollo directo e indirecto

independientemente, aplicando el programa Arlequin v3.1 (Schneider et al., 2006).

3.5.1 Variabilidad genética
indice de diversidad haplotipica ( H)

Este indice es el equivalente a la heterocigosidad esperada para datos diploides
y estima la variabilidad genética en términos del nimero de haplotipos presentes en la
muestra y sus respectivas frecuencias (Nei, 1987). Este indice, es definido como la
probabilidad de que dos haplotipos de la muestra, elegidos al azar, sean diferentes y se

expresa por la formula:

k

1->pi*)

n—1 o

i
H=—o0

donde n es el tamafio de la muestra, k es el nimero de haplotipos y pi , es la frecuencia

del haplotipo de la muestra (Nei, 1987).
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indice de diversidad nucleotidica  (m,,)

Este indice determina la heterocigosidad o diversidad genética al nivel de
nucleétidos, por medio de las diferencias entre secuencias de haplotipos, estimando la
probabilidad de que dos nucledtidos homélogos de posicion escogidos al azar sean
diferentes (Nei y Li, 1979; Nei y Tajima, 1981). Se obtiene valorando el ndmero
promedio de nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias con la siguiente

relacion:

Y. 2 ppd,

=l j<i

Ty = I

donde p son las frecuencias de cada uno de los nucledtidos i, y j que son comparados,

d la distancia genética entre nucleétidos, y L es el numero de loci. La determinacion del
valor promedio se derivd del promedio de los valores de m para cada una de las

poblaciones de C. fecunda y C. dilatata, mientras que el valor global se obtuvo

agrupando solamente las secuencias.

Numero promedio de diferencias de bases entre lass  ecuencias
Es el nUmero promedio de diferencias por sitio. Es decir, el nimero promedio de

nucleotidos diferentes por sitio entre dos haplotipos (p). y se determina por la formula:

?=Zl Z p;p; du
i= J<i

donde d es estimado por el nimero de mutaciones que ha ocurrido desde la

divergencia de los haplotipos iy j, k es el numero de haplotipos y p es la frecuencia del
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haplotipo i. Un analisis adicional aplicado, fue la correccion a los valores de distancia
genética segun el modelo de Kimura 2P (Kimura, 1980). Este estadistico toma en
cuenta que no todas las sustituciones tienen la misma probabilidad de ocurrir y ademas
corrige por las diferencias entre las tasas de sustitucion transicionales vy

transversionales.

3.5.2 Diferenciacion y estructura genética
Estructura genética de la poblacion inferida por el Andlisis de Varianza Molecular
(AMOVA)

Para estimar la estructura genética de las poblaciones de C. fecunda y C. dilatata
se realizo un andlisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier, 1992), empleando el
algoritmo de Arlequin v3.1. Este analisis es similar a otros que emplean la varianza de
las frecuencias génicas, pero considera también el nimero de mutaciones que ocurren
entre haplotipos empleando un analisis jerarquico para evaluar las diferencias dentro y
entre individuos de una poblacion y entre poblaciones, para definir los indices de
fijacion definidos por Wright (1978) en funcion de coeficientes de endogamia. Para este
analisis se conformaron grupos de poblaciones. El criterio para separar las poblaciones

en grupos, fue el modo de desarrollo que presentaba la poblacién.

Comparaciones de los valores de  ®st entre pares de poblaciones

A manera de medir distancias genéticas entre las poblaciones, se utilizo el valor
de AMOVA, aplicando una ligera transformacion al tiempo de divergencia de la

poblacién, para linealizar las distancias (Reynolds et. al 1983, Slatkin, 1995). Los
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valores de las comparaciones por pares de poblaciones de la dst son expresados en

una matriz. La distribucion nula de estos valores bajo la hipotesis de no diferencia, entre
las poblaciones fue obtenida por permutaciones (bootstrapping) (Felsenstein, 1985) de

los haplotipos entre todas las poblaciones.

Estimacion del flujo génico entre poblaciones (Nm)
Los resultados del AMOVA fueron utilizados para cuantificar el flujo génico por
via materna (aproximacion de la tasa de migrantes por generacion), por la comparacion

entre pares de poblaciones. Para ello, se utilizo la relacion:

N.m =%(1f¢lgr—lj

donde N es el tamafo efectivo de la poblacion y m es la tasa de migracion (Nei &

Tajima, 1981). Para este calculo se usé el parametro dst del AMOVA incluido en el

programa Arlequin v3.1.
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de DNA.

Se aislé DNA genomico de un total de 75 individuos. De las poblaciones de C.
fecunda se obtuvieron 44 muestras de DNA, de las cuales, 15 corresponden a Bahia
Chinquihue, 14 a Bahia Metri y 15 a Aucho. De C. dilatata se obtuvieron 31 muestas de
DNA, cuatro provenientes de Bahia Coquimbo, 15 de Quempillén y 12 de DNA de
Punta Arenas.

La concentracion de DNA fluctué entre 1,2 y 1,6 mg/ml. La integridad y pureza de
una alicuota de ADN gendmico de C. dilatata y C. fecunda se aprecia por el alto peso

molecular sin muestras de degradacion o contaminacion en el gel de agarosa (Fig. 2).

4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se cuenciacion.

Con el resultado de aislamiento se asegurd un templado de buena calidad para
la amplificacibn de secuencias del gen COIl de las distintas poblaciones. Las
secuencias del gen COI se obtuvieron por PCR con los partidores LCO1490 y HCO
2198 a partir de DNA genomico de las distintas poblaciones. Se obtuvo un fragmento
de 650 pb aproximadamente, determinado por la migracién en el gel con respecto a un
estandar de tamafios moleculares. La ausencia de cualquier tipo de amplificacion
inespecifica (Figura 3) sugiere que éste fragmento corresponde a la secuencia COI
especifica. La concentracion de DNA amplificado varié entre 43,34 y 150 ng/ml. Se
obtuvieron 74 secuencias de 660 pb. Una muestra de la poblaciéon de Punta Arenas no
fue correctamente secuenciada, probablemente por un error en la reaccién de

amplificacion.



20

0,5

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0,7% de DNA gendémico de C. dilatata y

C. fecunda. Carril 1: Estandar A/Hindlll; Carril 2 — 3: DNA genémico de C. dilatata;

Carril 4: DNA genomico de C. fecunda.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de Producto de PCR del fragmento de

COl. Carril 1: Estandar A/Hindlll; Carril 2 — 3: Producto PCR purificado de C. dilatata;

Carril 4, 5y 6: Producto PCR purificado de C. fecunda.
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4.3 Alineamiento de las secuencias

El alineamiento se realiz6 con el programa ClustalX (Thompson et al. 1997). Se
obtuvo una matriz de 74 secuencias de una longitud de 610 pb. Tras la revision de las
secuencias en el alineamiento y la comparacion con los cromatogramas pudieron ser
removidos los gaps presentes en las secuencias de la matriz.

La traduccion de las secuencias alineadas gener6 aminoacidos validos para el

codigo genético mitocondrial.

4.4 Analisis Genético Poblacional

Con la matriz obtenida en el alineamiento se realiz6 un analisis genético
poblacional que arrojo los siguientes resultados:

De los 74 individuos analizados se encontraron 29 haplotipos (Tabla 1). Las
poblaciones con desarrollo indirecto (Chinquihue, Aucho y Metri) comparten una mayor
cantidad de haplotipos (Tabla 2). Los haplotipos que presentaron una frecuencia mayor
entre las poblaciones con desarrollo indirecto fueron el 24 y el 29, encontrandose
presente el haplotipo 24 en cinco veces en la poblaciébn de Metri, tres veces en la
poblacién de Chinquihue y una vez en la poblacién de Aucho, de la misma forma, el
haplotipo 29 se encuentra compartido cuatro veces con Metri, seis veces con
Chinquihue y nueve veces en la poblacién de Aucho. En contraste, en las poblaciones
con desarrollo directo (Quempillén, Coquimbo y P. Arenas) solo dos poblaciones

comparten un haplotipo(Tabla 2).

En las poblaciones de C. dilatata los indices de diversidad haplotipica (H) fueron

bajos (Tabla 3) lo que concuerda con la cantidad de haplotipos presentes en cada
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poblacion. En la poblacion de Quempillén se presentaron tres haplotipos (H= 0,361), en
Coquimbo se encontraron tres haplotipos (H= 0,009) y en la poblacién de Punta Arenas

solo se encontraron 2 haplotipos y el indice de diversidad genética fue de 0,181.

Tabla 1. Frecuencia y numero de haplotipos de las poblaciones de C. fecunday C.

dilatata.

Desarrollo directo Desarrollo indirecto
Haplotipo Quempillén Coquimbo P. Arenas Metri Chinquihue Aucho
1 12
2
1
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Para las poblaciones de C. fecunda los indices de diversidad haplotipica fueron
altos, asi como también, en nimero de haplotipos por poblacién. En Metri, Chinquihue y
Aucho se presentaron siete haplotipos distintos y sus indices de diversidad genética

fueron 0,824, 0,819 y 0,657 respectivamente.

Tabla 2. Frecuencia y numero de haplotipos compartidos de las poblaciones de C.

fecunday C. dilatata.

Desarrollo directo Desarrollo indirecto
Haplotipo Quempillén Coquimbo P. Arenas Metri Chinquihue  Aucho

4 2 2

24 5 3 1
25 1 1
27 1 1 1
28 2 1
29 4 6 9

La Tabla 3 resume los indices de diversidad molecular. Se observa que en las
poblaciones de Quempillén, Metri, Chinquihue, Aucho, y Coquimbo el nimero de sitios
polimorficos varia entre 8 y 11. En la poblacion Punta Arenas solo se encuentra un sitio
polimérfico (Anexo 1). Solo se observaron mutaciones puntuales siendo las mas
frecuentes las transiciones que variaron entre siete y 10 por poblacion, a excepcion de
Punta Arenas que no se observo ninguna. Las tranversiones fueron poco frecuentes,
presentandose solo dos en las Poblaciones de Metri y Coquimbo y una en la poblacién

de Punta Arenas.
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La razén Ts/Tv (Tabla 3) tuvo un valor de infinito en las poblaciones Quempillen,
Chinquihue y Aucho. En la poblaciéon de Punta Arenas tuvo un valor de cero. En Metri
tuvo un valor de 3,5y en Coquimbo de 4,5.

El indice de diversidad nucleotidica para las poblaciones con desarrollo directo
varié entre 2,98 x 10* y 9,12 x 10™. Este indice fue mayor en las poblaciones con
desarrollo indirecto fluctuando entre 2,41 x 102y 2,94 x 10~

La poblacion que obtuvo el mayor promedio de diferencias de bases entre pares
de secuencias fue Coquimbo con 5,567 nucleétidos, y el valor mas bajo se observé en

Chinquihue que fue de 1,472 nucledtidos por pares de secuencia.

Tabla 3. Parametros genéticos de diversidad para las poblaciones de C. fecunda y C.
dilatata. H: indice de diversidad haplotipica; 7tn: indice de diversidad nucleotidica; m:

numero promedio de diferencias de bases entre las secuencias.

Desarrollo directo Desarrollo indirecto
Quempillén  Coquimbo  P. Arenas Metri Chinquihue Aucho
Tamafio de la Muestra 15 4 11 14 15 15
N° de Nucledtidos 610 610 610 610 610 610
N° de Haplotipos 3 3 2 7 7 7
N° de Sitios Polimorficos 10 11 1 9 8 9
N° de Transiciones (Ts) 10 9 0 7 8 9
N° de Tranversiones (Tv) 0 2 1 2 0 0
Raz6n Ts/Tv 0 4,5 0 3,5 0 0
H 0,361 0,833 0,181 0,824 0,819 0,657
T, 392x10* 912x10* 298x10* 294x10°  241x10% 254x10°

T 2,396 5,567 0,182 1,798 1,472 1,55
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Se realizaron dos anélisis de AMOVA. En el primer analisis se incluyeron a las
poblaciones con desarrollo directo. El primer grupo estuvo conformado por las
poblaciones de Quempillén y Coquimbo, y el segundo grupo lo conformé la poblaciéon
de Punta Arenas. El porcentaje de variacion entre los grupos fue de un 78,86%, entre
poblaciones dentro de grupos fue de un 5,88% y dentro de las poblaciones fue de
15,27%. El valor de ®st para este analisis fue de 0,847 con un valor de P de cero, por lo
que grado de diferenciacion entre poblaciones es significativo (Tabla 4).

En el segundo analisis incluyé a las poblaciones con desarrollo indirecto. El primer
grupo estuvo conformado por las poblaciones de Metri y Chinquihue y el segundo grupo
lo conformd la poblacién de Aucho. El porcentaje de variacion entre grupos fue de un
1,38%, entre las poblaciones dentro de los grupos fue de un -1,34% y dentro de las
poblaciones fue de un 99,96%. El valor de ®dstfue de 0,00036 con un valor de P de

0,499 £ 0,008. El grado de diferenciacion entre estas poblaciones no fue significativo

(Tabla 5).

Tabla 4. Distribucién de la variacién genética solo entre las poblaciones con desarrollo

directo.
o Suma de Componentes  Porcentaje de
Fuente de variacion gl ) L
cuadrados de la varianza variacion
Entre grupos 1 76,112 5,076 78,86
Entre poblaciones 1 3.372 0.378 5.88
dentro de grupos
Dentro de 27 26,539 0,082 15,27
poblaciones
Total 29 106,023 6,437 ®st=0,847

0,000 + 0,000
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Tabla 5. Distribucion de la variacidon genética entre las poblaciones con desarrollo

indirecto.

o Suma de Componentes  Porcentaje de
Fuente de variacion gl ) L
cuadrados de la varianza variacion
Entre grupos 1 0,866 0,011 1,38
Entre poblaciones 1 0.649 0,018 1.34
dentro de grupos
Dentro de 41 33,066 0,806 99,96
poblaciones
Total 43 34,581 0,806 ®st=0,00036
0,499 + 0,008

Las diferencias de los valores de ®dst por pares de poblaciones, basada en

distancias entre haplotipos (Kimura 2P), derivd en los valores de la Tabla 6. De este

analisis se concluy6 que existen diferencias significativas de los valores de dstentre las

poblaciones con desarrollo directo e indirecto.

Se estimé el estimo el flujo génico (Nm) entre las distintas poblaciones (Tabla 7). No

se observo flujo génico entre las poblaciones de las distintas especies. Los valores Nm

entre las poblaciones con desarrollo indirecto fluctuaron desde 15,762 hasta infinito.

Para las poblaciones con desarrollo directo el valor de Nm fluctuo6 entre 0,068 y 2,53
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Tabla 6. Distancia genética derivada de los valores de ®dst para la comparacion entre
pares de poblaciones de C. fecunda (Metri, Chinquihue, Aucho) y C. dilatata

(Quempillén, Coquimbo y P. Arenas).

Desarrollo directo Desarrollo indirecto
Quempillén  Coquimbo  P. Arenas Metri Chinquihue Aucho
Quempillén -
) 0,166
Coquimbo -
0.109 +0.008
0,879 0,876
P. Arenas -
0,000 +0,000 0,000 + 0,000
. 0,786 0,759 0,847
Metri -
0.000 +0.001 0.000+0.000 0,000 + 0,000
o 0,798 0,781 0,871 -0,014
Chinquihue -
0.000 +0.002 0.000+0.000 0,000 + 0,000 0.645 + 0.013
0,788 0,769 0,867 0,03 -0,032
Aucho -
0.000 +0.003 0.000 +0.000 0,000 + 0,000 0.131+£0.012 0.960 + 0.006

Tabla 7. Tasa de migracion derivada de los valores de ®dst entre las poblaciones de C.

fecunda, C. dilatata y las poblaciones de Punta Arenas.

Desarrollo directo Desarrollo indirecto
Quempillén Coquimbo P. Arenas Metri Chinquihue Aucho
Quempillén -
Coquimbo 2,503 -
P. Arenas 0,068 0,07 -
Metri 0,135 0,158 0,09 -
Chinquihue 0,126 0,139 0,073 0 -

Aucho 0,133 0,149 0,076 15,762 o0 -
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5. DISCUSION

Los individuos pertenecientes a las distintas localidades geograficas (seccion
3.1), en su gran mayoria pudieron ser identificados de forma clara a través de la
observacion de la ovicapsulas. Los individuos de las localidades de Metri, Chinquihue y
Aucho, mostraron los patrones de desarrollo descritos por Gallardo (1977) para la
especie C. fecunda. De la misma manera los individuos de las localidades de Coquimbo
y Quempillén pudieron ser clasificados como C. dilatata. En un analisis preliminar los
individuos provenientes de la poblacion de Punta Arenas fueron clasificadas como C.
dilatata, por el rango de distribucion geogréafico. En el analisis de las ovicapsulas se
observé que los individuos de esta poblacion presentaban un desarrollo intermedio
(Comunicacion personal Dr. Carlos Gallardo), similar al descrito por Veliz (2003) para
una poblacion de Coquimbo. En este modo de desarrollo todos los ovocitos de la
capsula son fecundados, pero solo el 6% de ellos termina el desarrollo, eclosionando de
la capsula juveniles (Veliz, 2003). Bajo este argumento la poblacion de Punta Arenas se

consideré como perteneciente al grupo de las poblaciones con desarrollo directo.

Diversidad Genética

Los indices de diversidad molecular (Tabla 2) muestran que las poblaciones con
desarrollo directo poseen una diversidad genética menor que aquellas poblaciones con
desarrollo indirecto. Estos valores se correlacionan con las frecuencias haplotipicas
presentadas en la Tabla 1. Cabe destacar que las poblaciones con desarrollo directo
poseen una diversidad genética muy baja y esto se puede observar por la presencia de

un solo haplotipo compartido (Tabla 1). En la poblaciéon de Coquimbo el nimero de
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haplotipos es mayor si se toma en cuenta el nUmero total de individuos que es solo
cuatro (Tabla 3). Si se pudiera obtener una mayor cantidad de individuos se esperaria
que aparezcan mas haplotipos dentro de esta poblacion. La diferencia es evidente si se
compara las poblaciones con desarrollo directo versus las poblaciones con desarrollo
indirecto, las cuales comparten un numero considerable de haplotipos entre las
poblaciones y en algunos casos con altas frecuencias (Tabla 2). Estos resultados son
comparables con el trabajo realizado por Kyle & Boulding (2000), en donde compara
especies de gastropodos del género Littorina con distintos modos de desarrollo y
encuentra un namero elevado de haplotipos por poblacién en aquellas con desarrollo

indirecto y una baja cantidad de haplotipos en poblaciones con desarrollo directo.

Las frecuencias haplotipicas concuerdan con los indices de diversidad
Haplotipica (H) (Tabla 2). Este indice es bajo en la poblacion de Quempillén (desarrollo
directo) si lo comparamos con las poblaciones de desarrollo indirecto. El valor de H en
la poblacion de Coquimbo es elevado, casi igual que las poblaciones con desarrollo
directo, esto se debe a la alta cantidad de haplotipos y una baja cantidad de individuos,
estas dos variables son fundamentales para el calculo de este indice. Se esperaria que
este valor alcanzara valores similares que a los de la poblaciéon de Quempillén y Punta
Arenas, si se aumentara en numero de individuos en el analisis. El valor mas bajo de
este indice es el que presenta la poblacion de Punta Arenas, debido a que presenta un
namero de haplotipos menor con respecto a las otras poblaciones. Los valores
obtenidos para este indice son comparables con los valores de heterocigosidad

promedio obtenidos por Schmidt (2005), las diferencias entre estos valores, entre las
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poblaciones con desarrollo directo e indirecto, son considerablemente menores que los

obtenidos en este estudio.

Los valores de diversidad nucleotidica 7, se comportan de forma similar que los

valores de H, el valor de , es menor en las poblaciones con desarrollo directo que en

las poblaciones con desarrollo directo, valores que nos dan mas fundamentos para
inferir que el modo de desarrollo tendria participacion en el modelamiento de la

diversidad genética de una poblacion.

Al comparar el numero de sitios polimorficos entre las poblaciones se observa
que las mutaciones son puntuales, no se observan inserciones ni delecciones en las
secuencias (Anexo 1). Las transiciones fueron mas frecuentes que las transversiones.
En la poblacion de Punta Arenas su diversidad genética es tan baja que solo se

observé una transversion (Anexo 1).

Estructura Genética de las poblaciones.
Desarrollo directo

Las poblaciones con desarrollo directo presentaron una estructura poblacional
mayor que las poblaciones con desarrollo indirecto (Tabla 4 y 5). Los resultados de este
trabajo son similares a los entregados en estudios realizados con isoenzimas
(Hoagland, 1984), con secuencias de mtDNA en especies del género Crepidula (Collin,
2001) y con RADPs en C. fecunda y C. dilatata (Schmidt, 2005). En el trabajo de Collin
(2001) los valores de porcentaje de variacion entre las poblaciones con desarrollo

directo varian entre un 54,3 y un 87,2% y dentro de las poblaciones 12,8 a un 45,7%.
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Schmidt (2005), para las poblaciones de C.dilatata, obtiene un porcentaje de variacion

interpoblacional de 75.5% e intrapoblacional de 24.5%.

En este estudio los porcentajes de diferenciacion obtenidos fueron de 78,86%
entre las poblaciones y de 15,27% dentro de las poblaciones con valores de ®st
significativos (Tabla 4). Este grado de diferenciacion se ve reflejado en las distancias
genéticas (Tabla 6). La distancia entre las poblaciones de Qm/Cq fue de 0,16, similar a
la obtenida por Schmidt (2005) para esta misma especie y mayor que las obtenidas por
Hoagland (1984) y por Kyle & Boulding (2000) para especies con desarrollo directo del
género Crepidula y Littorina respectivamente. Cabe destacar que los valores de
distancia genética mas elevados fueron entre las poblaciones de Quempillén/P. Arenas
y Coquimbo/P.arenas que fue de 0,87, la gran distancia que existe entre las
poblaciones de C. dilatata (Quempilléen y Coquimbo) y la poblaciéon de Punta Arenas

concuerda también con las diferencias en el modo de desarrollo que éstas presentan.

Dentro de los factores que explican en gran medida la diferenciacion entre estas
poblaciones, estéa el flujo génico, lo que conlleva, a divergencia por deriva génica debido
a seleccién local (Slatkin, 1995). Los valores de flujo génico para estas poblaciones
fueron bajos, especialmente entre la poblacién de Quempillén/P. Arenas y Coquimbo/P.
Arenas (Tabla 7). El aislamiento geografico presentado por la poblacion de Punta
Arenas puede explicar el bajo nivel de flujo génico, ya que las poblaciones que viven en
estuarios y canales tienen una menor probabilidad de recibir migrantes que las
poblaciones que viven en costas abiertas (Hoskin, 1997). Ademas el nivel de flujo

génico se ve afectado por la capacidad de dispersion a grandes distancias (Hellberg et
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al., 2002). En poblaciones con este modo de desarrollo la dispersidbn puede estar
favorecida por el arrastre de juveniles recién eclosionados por las corrientes marinas
(drifting) (Martel & Chia, 1991), o bien, por el uso de estructuras flotantes como medio
de dispersion (rafting) (Picken, 1980; Highsmith, 1985; Johannesson, 1988; Martel &

Chia, 1991; Worcester, 1994).

De hecho, aunque los analisis de secuencias de mtDNA demuestran que los
niveles de estructura poblacional y diferenciacion poblacional estan fuertemente
correlacionados con el modo de desarrollo, estos patrones no han podido ser
demostrados para muchos gastrépodos marinos. Un ejemplo de ello es el estudio
realizado por Kyle & Boulding (2000) en especies del género Littorina que presentan
modo de desarrollo directo, en estas no se observd una estructura poblacional notoria.
Estos autores atribuyen este fenomeno a que los huevos por no estar encapsulados
son arrastrados por las corrientes marinas, logrando asi una mayor capacidad de
dispersion.

Otro argumento que podria explicar las diferencias en los niveles de estructura
poblacional de las poblaciones con modo de desarrollo directo, es la diferencia en los
tiempos de generacion; en efecto, el tiempo de generacidén de una especie se puede ver
afectado por las condiciones ecoldgicas en las que se encuentra el individuo (Rolan —
Alvarez et al., 1995). Por ejemplo, en el caso de las poblaciones de C. dilatata y la
poblacién de Punta Arenas, las condiciones ecoldgicas son distintas en el canal de
Chacao como en la costa del Pacifico, asi como también, en el Estrecho de Magallanes
por lo que los tiempos de generacion podrian ser completamente distintos dentro de

esta misma especie.
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Desarrollo Indirecto

La regla general nos indica que las especies que presentan desarrollo larval,
poseen un bajo nivel de estructura y diferenciacion poblacional debido a que poseen
una mejor capacidad de dispersion (Burton, 1983; Hedgecock, 1986; Ayre, 1990;
Palumbi, 1994,1995; Hilbish, 1996; Cunningham & Collin, 1998; Ruckelshaus, 1998,

Collin, 2001).

Las poblaciones de Crepipatella con desarrollo indirecto muestran una baja
estructura y diferenciacién poblacional, lo que concuerda con la regla general para
especies con desarrollo larval libre. Esto se ve reflejado en los valores de porcentaje de
variacion, el que entre las poblaciones es de -1,34% y dentro de la poblacion 99,96% y

un valor de dstno significativo, lo que se ve reflejado en la baja distancia genética entre

las poblaciones (Tabla 5). Estos resultados concuerdan con los reportados por Hoskin
(1997) para Morula marginalva, Kyle & Boulding (2000) para Littorina scutulatata y
Collin (2001) para las especies Crepidula fornicata y C. depressa. Sin embargo nuestros
valores no concuerdan con los valores entregados por Schmidt (2005) para poblaciones
de C. fecunda. Las diferencias en los valores pueden estar determinadas por la
sensibilidad del marcador utilizado por este autor. El andlisis de polimorfismos de
fragmentos amplificados al azar (RADPs), es una técnica muy conveniente pero
imprecisa si la comparamos con las secuencias de DNA, ya que los fragmentos
amplificados poseen una herencia dominante y no son detectados los alelos

codominantes (Sunnucks, 2000).
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Los bajos valores de estructura y diferenciacion poblacional pueden ser

explicados por los elevados valores de flujo génico entre las poblaciones (15,762
Metri/Aucho; oo Metri/Chinquihue y Chinquihue/Aucho). Estos valores de flujo génico

podria ser explicado por la presencia de la larva pelagica con una duracion en la
columna de agua de aproximadamente 15 dias (Soto, 2001; Chaparro et al, 2005) y por
la presencia de corrientes superficiales (Silva, 1998). De esto se desprende que estas
poblaciones se estarian comportando como una sola, dada la cercania geografica que
estas presentan. Cunningham et al (1998) argumenta que el papel que juegan las
larvas, en general en el nivel de dispersion, solo seria efectivo a cortas distancias
debido al tiempo que dura ésta, sin embargo, el desplazamiento de los juveniles o

adultos a través de rafting seria el mecanismo mas importante en la dispersion.

A pesar de que los resultados obtenidos en este trabajo, siguen la regla general,
existen ejemplos en que la regla no se cumple (Reeb & Avise,1990; Avise, 1992;
Briggs, 1995; Hellberg, 1996, Kyle & Boulding,2000). Los resultados de estos estudios
son explicados por factores bibticos, como el tiempo de estadio larval, y por factores
abidticos, como las corrientes marinas, la temperatura y salinidad. Estos factores no
serian relevantes en caso de C. fecunda dado que los niveles de flujo génico son altos,
de tal manera que puede inferirse con cierto grado de certeza que el modo de

desarrollo estd modelando la estructura y diversidad genética de sus poblaciones.

Si bien los resultados obtenidos en el presente trabajo, concuerdan con las
reglas generales de los modos de desarrollo versus estructura y diversidad poblacional,

en el caso de las poblaciones con desarrollo indirecto, no se puede extraer una
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conclusién general de la completa distribucion de la especie, debido a que las
poblaciones estudiadas, representan una fraccion reducida de la distribucién de la
especie (Seno de Reloncavi y el noreste de la Isla de Chilo€). Lo contrario ocurre en el
caso de las poblaciones con desarrollo directo, en donde las poblaciones estudiadas, se
encuentran aisladas geograficamente por mas de 1.000 km de distancia. En este caso,
no se pudo evaluar si el modo de desarrollo presente en las poblaciones tendria una
directa influencia en la estructura y diversidad genética de las poblaciones que se

encuentran separadas por una menor distancia.
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5.1 CONCLUSIONES

Las secuencias de citocromo oxidasa | poseen una variabilidad adecuada, para
estimar niveles de diversidad y estructura poblacional en C .dilatata y C. fecunda
Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten establecer una correlacion
entre la estructura y diversidad genética con los patrones de desarrollo de C.
dilatata y C. fecunda.

Para relacionar con mayor certeza el modo de desarrollo con en nivel de
estructura poblacional, es necesario obtener una mayor cantidad de poblaciones
para asi poder tener un panorama completo de la genética poblacional de estas
especies.

Los valores de flujo génico y distancias genéticas, entre la poblacién de Punta
Arenas y las demas poblaciones, hacen necesario realizar estudios posteriores

tendientes establecer el status taxondmico de esta poblacion.
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ANEXO I. Diferencias nucleotidicas de las secuencias de citocromo oxidasa | entre los haplotipos de las poblaciones
de C. dilatata y C. fecunda.

Haplotipo 1 2 11 16 17 18 19 26 32 38 44 51 56 59 74 107 110 113 125 131 134

1 T A T T A G G C C T C C T C A A G A G A T
2 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
3 C * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
4 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
5 * * * * * * * * * * * T * * * * * * * *
6 * * * * C C * * * * * * * * * * * * * * *
7 * * * * * * * * * * * T C * * * * G * G *
8 * * * * * * * * * * * T C * * * * G * G *
9 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
10 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
11 * * * C * T T * * * * T * * * * * G * * *
12 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
13 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
14 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
15 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
16 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
17 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
18 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
19 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
20 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
21 C * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
22 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
23 * C * * * * * * * * * T * * * * * * * * *
24 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
25 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * G *
26 C * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
27 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
28 C * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
29 * * * * * * * * * * * T * * * * * G * * *
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ANEXO I. Diferencias nucleotidicas de las secuencias de citocromo oxidasa | entre los haplotipos de las poblaciones

Haplotipo

de C. dilatata y C. fecunda.
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ANEXO I. Diferencias nucleotidicas de las secuencias de citocromo oxidasa | entre los haplotipos de las poblaciones

Haplotipo

de C. dilatata y C. fecunda
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ANEXO I. Diferencias nucleotidicas de las secuencias de citocromo oxidasa | entre los haplotipos de las poblaciones
de C. dilatata y C. fecunda

Haplotipo 470 483 485 488 498 503 509 521 522 524 536 542 545 548 554 563 572 573 587 594 610

1 A A G C T C T T T A T T G C T A A G T C G
2 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
3 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
4 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
5 * * * * * * C C * * * * * * * G * * * * *
6 * * * * * * * * * * * * * * * * A * * *
7 * * * * * * * * * * * * * * * G * * * * T
8 * * * * * * * * * * * * * * * G * * * * *
9 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
10 * C * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
ll * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
12 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
13 * * * * * * * * * * * * * * * G * * * * *
14 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
15 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
16 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
17 * C * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
18 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
19 * * * * * * * * * * * * * * * G * * * * *
20 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
21 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
22 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
23 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
24 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
25 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
26 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
27 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
28 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
29 * * * * * * * * * G * * * * * G * * * * *
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