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RESUMEN

El progresivo aumento en la demanda y calidad dellas de choritodviytilus chilensis,
para abastecer los centros de cultivo reafirmatesidad de profundizar el conocimiento sobre
los aspectos biolégicos y ecoldgicos asociadogsédrdollo de esta especie. El presente estudio
tuvo por objetivo determinar la estructura genéficdlacional delMytilus chilensis para 3
poblaciones a través del analisis de microsatélésmente variables, analizando 3 loci
polimorficos de microsatélites (MG1, MG3 y MG6)ad muestras fueron obtenidas desde
Chaihuin, Rolecha y Puerto Raul Marin Balmacedasi#as muestras se les realizé extraccion de
ADN con el método fenol/Cloroformo, amplificacioreldADN mediante PCR, lectura de los
microsatélites y su posterior andlisis estadigtimomedio de softwares especializados para este
tipo de analisis. A partir de los resultados olttesise pudo observar una alta heterocigosidad
para los marcadores MG1 y MG6, no sucediendo lonmison MG3. Ademas se pudo ver que
cada poblacion analizada de la costa sur y centrales Chile se esta comportando de manera
independiente, mostrando diferencias significat{ya®,05) ya sea en la comparacion total como
entre pares de localidades. La alta estructuragemeética observada para cada poblacion se
podria deber a diversos procesos que pudieran estariendo en esta especie ya sean

mutaciones, barreras geograficas, baja tasa migraentre otros.



ABSTRACT

The gradual increase in demand and quality of nmsbgilus chilensis) seed in order to
supply the mussel farms reaffirms the need to de¢pe knowledge about the biological and
ecological aspects associated with the developwofehis species. This study aimed to determine
the population genetic structure Mf chilensis for 3 populations through the analysis of highly
variable microsatellites (MG1, MG3 and MG6). Samspleere obtained from Chaihuin, Rolecha
and Puerto Raul Marin Balmaceda. DNA extractionhoétwith phenol / Chloroform, DNA
amplification by PCR, reading of the microsatelteand subsequent statistical analysis by
specialized software were carried out. Based onréBalts there is a high heterozygosity for
markers MG1 and MG6, but not for MG3. In additiaclk population analyzed in the south east
and south-central Chile is behaving independestipwing significant differences (p <0.05) in
either the total comparison and between pairs @dtions. The high genetic structuring observed
for each population could be due to various praee#isat may be occurring in this species, like

mutations, geographic barriers, low migration, agothers.



INTRODUCCION

La especie de choritddytilus chilensis (Hupé, 1854) se distribuye desde Iquique hasta
Tierra del Fuego, por el Océano Pacifico, y cordtipar la costa Atlantica en Argentina, hasta el
norte de Brasil (Santa Cruz y Lozada, 1979). Losriths presentan gran resistencia a los
cambios climaticos ambientales, cuyas poblacioresxenden desde la zona intermareal hasta
los 10 metros de profundidad, formando bancos alasirLas poblaciones existentes en la zona
intermareal del Sur de Chile, se pueden ver expsestemperaturas atmosféricas de 28° C en
verano y hasta -10° C en invierno. La tolerancia guesenta la especie a los cambios de
salinidad es amplia y fluctia entre 4 y 32 Esto le permite habitar en las zonas de los
archipiélagos, donde existen grandes fluctuacideesalinidad que varian con la profundidad y

las estaciones del afio (Pachetal. 2000).

Estudios han demostrado gMe chilensis es una especie gonocorica; los machos exhiben
una gonada de color crema amarillenta, mientraseqguas hembras la gonada es de color crema-
anaranjado (Osorio, 1979). Excepcionalmente se estian ejemplares hermafroditas que
presentan gonadas con ambos colores en areasdsepérazada, 1967). Al alcanzar la madurez
sexual se produce el desove, favorecido por cand@ogmperatura y salinidad, por lo que en
pocos dias la mayor parte de la poblacion elimisagametos (Bautista, 1988). Esta especie al
igual que otros bivalvos, presenta fecundaciénreat€Chipperfield, 1953). Posteriormente se
forma la larva trocofora de vida breve, que da pasa larva veliger, de vida plancténica
(Bautista, 1988). La fijacion tiene lugar cuando léava (proxima a metamorfosearse y

convertirse en juvenil), encuentra un sustrato @agc para adherirse al fondo, pierde el velo, y



se produce una reestructuracion general de todosrganos (Gilbert, 1991).El pie le ayuda a
desplazarse para buscar sustratos; al encontmarigasy metamorfosea y adquiere el aspecto
externo de un adulto, y recibe el nombre de prailsema partir de aqui solamente se dedica a

crecer hasta alcanzar su talla comercial.

En Chile, en lo que respecta al cultivo de estae@sp el desarrollo de la actividad
mitilicultora ha estado determinada desde sus asigoor el abastecimiento de semillas
provenientes del medio natural. A pesar de la itapoia de la actividad de la captacion de
semillas, existen pocos estudios enfocados a com@rdéa dinamica de la distribucion temporal
y espacial de larvas e individuos asentados ersitass utilizados por los cultivadores como

lugares de captacion.

De acuerdo a estudios realizados sobre la evolycjinoyecciones de la mitilicultura en
Chile (Plazaet al. 2005) esta actividad deberia continuar expandsmemn los proximos afios
para pasar de las 75.000 a las 175.000 ton. dentbesgue anual. Para el afio 2008 el volumen

de desembarque anual pMutilus chilensis fue de 187.540 toneladas (Sernapesca, 2008).

El progresivo aumento en la demanda de semillas @aastecer los centros de cultivo
reafirma la necesidad de profundizar el conocinoiesatbre los aspectos biolégicos y ecoldgicos

asociados al desarrollo de esta especie.



Una de las ramas apropiadas para el estudio dagiobés es la genética de poblaciones,
cuya problematica es describir la variacion y digstion bioldgica, con el objeto de dar
explicacion a fenbmenos evolutivos. Para ello, defa una poblacion como un grupo de
individuos de la misma especie que estan aislagoductivamente de otros grupos afines.
Estas poblaciones, estan sujetas a cambios ewadigiv los que subyacen cambios genéticos, los
gue a su vez estan influenciados por factores damseleccion natural y la deriva genética que
actuan principalmente disminuyendo la variabilidiedlas poblaciones, o migracion y mutacion

gue actuan aumentandola.

Hasta el momento en Chile existen sélo unos po®iades sobre genética de
poblaciones de organismos marinos de importanereeotal, algunos de estos estudios han sido
realizados por Astorga y Ortiz (2006), Gomez-Uclatial. (2003), Pickereét al. (2004). Algo
similar ocurre para el choritdytilus chilensis donde se encuentran sélo dos trabajos en relacion
a la genética de poblaciones de esta especie éraro2004; Toroet al. 2006). Es por ello que
se hace necesario comenzar estudios en este acobitel fin de obtener informacion sobre
variabilidad genética, diferenciacion genética,etés de flujo génico entre poblaciones, entre
otros, utilizando marcadores moleculares altamewat@ables (microsatélites) en organismos

marinos de importancia economica.

En lo que respecta Mytilus chilensis (Hupe, 1854), el primer estudio genético de esta
especie fue realizado por Toro y Sastre (1995)&l consistié en la manipulacién cromosémica,
en donde se obtuvieron individuos triploides usasldock térmico post fecundacion. Estudios

mas reciente sobre caracterizacion genética pailalcdeMytilus chilensis han sido realizados



por Toroet al. 2004, en donde estudid la estructura genética largm de la costa chilena
utilizando marcadores moleculares RAPD (Randomlypiiited Polymorphic DNA), para lo
cual analizé ocho poblaciones naturales (1900 kesyd Arauco (VIII Regidon) a Punta Arenas
(XII Region). Los resultados mostraron que los redode distancia genética entre poblaciones
fueron pequefios a pesar de la gran separacion&eagria poblacion de Punta Arenas fue
genéticamente diferente a las otras, aunque a scaaepequefia. Posteriormente, Tetral.
2006, a partir de las frecuencias alozimicas deldos Pgm, Gpi, lcd, Me, Gsr, Lap y Pep,
encontro resultados similares. A pesar de las gsamtistancias geograficas, los valores de
distancia genética, y la variacion genética estératda entre poblaciones, fueron pequefios. Los
niveles de flujo génico encontrados en este estpivienen el efecto de diferenciacion entre

poblaciones por deriva génica.

En esta presente tesis se plantea determinarriectest genética poblacional del chorito
(Mytilus chilensis) desde la zona centro sur y sur de Chile, simllaango analizado por Togb
al. (2004, 2006), mediante la utilizacion de marcaslar®leculares de alta variabilidad, los
cuales corresponden a microsatélites, los que legado a ser considerados como los mas

adecuados para estudios poblacionales.



HIPOTESIS

Basado en los resultados previos obtenidos atidus chilensis en la costa chilena

(Toroet al. 2004, 2006) se plantean las siguientes hipotesis:

HO: La especi®ytilus chilensis conformara una Unica poblacion mendeliana comailgaacion
entre las diferentes localidades, en base al adkdos bancos naturales de la zona centro-sur y

sur de Chile.

H1: Debido al uso de marcadores de alta resolyonicrosatélites) se estableceran diferencias

poblacionales entre las localidades analizadaa earla centro-sur y sur de Chile.



OBJETIVOS

.-Objetivo general.

Determinar la estructura genética poblacional tekito (Mytilus chilensis) en la costa

centro sur y sur de Chile a través del analisismadeosatélites de ADN.

.-Objetivos especificos.

Estimar los indicadores de variabilidad genétidacterito Mytilus chilensis, en cada una

de las localidades analizadas de la zona centrg-surr de Chile.

Determinar el grado de diferenciacion genética dhrito Mytilus chilensis entre las

diferentes localidades analizadas de la zona csntrg sur de Chile.

Establecer el grado de conectividad genética év@aneos naturales del chorikdytilus
chilensis, en base a estimadores de flujo génico y nivelesniyracion entre las diferentes

localidades analizadas de la zona centro-sur ges@hile.



MATERIALES Y METODOS.

AREA DE ESTUDIO

Se realizaron muestreos en la Costa del centrg surde Chile, donde la abundancia de
esta especie presenta los mayores valores, paraeesbtuvieron muestras desde la localidad de
Chaihuin (39°54'50.84"S) (73°33'05.40"0), Rolectd154'25.84"S) (72°52'34.05"0) y Puerto

Raul Marin Balmaceda (43°46'11.64"S) (72°59'08.9D(Big. 1).
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Figura 1.- Localizacion de 3 poblaciones naturdkeshoritos Mytilus chilensis) muestreadas en

la costa del Centro Sur y Sur de Chile.



RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras fueron recolectadas al azar por nieddragas y/o buceo desde los bancos
naturales en los 3 diferentes sectores a estudlianimero de ejemplares adultos de chorito

(Mytilus chilensis) a muestrear fue de 30-40 individuos en cada erlagllocalidades.

ANALISIS GENETICO

.- Método de extraccion de ADN.

La Extraccion del ADN se realizo desde el manto cw®brito siguiendo el método
estandar fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y fpp@acion con etanol (Doyle & Doyle 1987),

el cual se describe a continuacion:

De la fraccion extraida desde manto de aproximadem&00 gr., las muestras se
introdujeron individualmente en tubos eppendorflgeml., los cuales deben estar previamente
esterilizados. Las muestras dentro de los tubosorfiugnaceradas minuciosamente hasta
conseguir una sustancia uniforme. A cada uno deuluss se les agreg6 3(Dde buffer de lisis,
lo cual permite liberar el ADN del interior de l&lgla, para ésto se utilizaron buffers de

extraccion los que contienen:

1) Detergentes, como sodio dodecilo sulfato (SD@)aaconcentracion final del 1%.

2) Una molécula quelante (p. ej. EDTA, acido etilamino tetra acético, 50 mM) .



3) Sales (p.gj. cloruro de sodio, NaCl 20mM).
4) Tris-HCI 20 mM con pH entre 7.5y 8.2.

5) Proteinasa K (concentraciomBb.

Las muestras deben ser agitadas unos segundogter voara ser incubadas en un
termorregulador a 45° C por 24 hrs. A cada muestri@s agrego 150 de NaCl a 5M, agitando
fuertemente por dos minutos y luego se centrifugdn{nutos a 12000 rpm), se recupero el
sobrenadante para traspasarlo a tubos limpios,lpega volver a agregar 150 de NaCl 5M,
nuevamente se debe agitar para luego centrifugain(@tos a 12000 rpm). Se extrajo y transfirid
el sobrenadante (500l) a un tubo limpio, en donde se le agrego [ d0de NaCl 2M y 2
volimenes (100Ql) de etanol puro a cada uno de los tubos, seiftagdr(10 min a 12000 rpm)

y resuspendio con 3Q0 de agua esterilizada.

Posteriormente se agrego 30 de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24: en
donde se agita fuertemente por 30 min, esto essagcepara eliminar proteinas tales como
nucleasas; luego se procede a centrifugar por utosna 8000 rpm, luego se recupera el
sobrenadante con cuidado, para asi evitar acapreéeinas que quedan en la interfase, se
transfiere el sobrenadante a un tubo limpio y seegeg un volumen ( 30Ql aprox.) de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitarteenente por 10 min., se centrifugé (8000 rpm

por 5 min.) para recuperar el sobrenadante y Isegoansfiere a tubos limpios.



Concluido el paso anterior se realizo la precipitacdel ADN, para lo cual se debe
afadir 2 volumenes de etanol puro (60D y luego mezclar. El alcohol en la solucién de
precipitacion se utiliza para remover las conceidres residuales de sales y promover la
precipitacion del acido nucleico, la precipitacidal ADN es casi inmediata en presencia de
alcohol, sin embargo se debe incubar las muestiagd(@min. a -20° C. Subsiguientemente, se
centrifugan las muestras (12000 rpm por 12 minglseina el sobrenadante y se lava el pellet
en alcohol al 70 % (750l) con el fin de retirar todas las sales que peprean en la solucion.
Las muestras nuevamente se vuelven a centrifagalimina el etanol y se deja secar el ADN
en estufa a 45° C por 5 min. o hasta que no exmttrazas de alcohol, se resuspende el pellet

con 100ul de H,O y se disuelve, el resultado a obtener es ADN exatinado.

Finalizada la etapa de extraccion de ADN se reddizdectroforésis, en donde se tomaron
5 ul de la mezcla extraida con una micropipeta a k& se le agrego 0,bl de solucion de
siembra, la mezcla fue introducida en los pocilesun gel de agarosa sumergidos de 0,8%,
efectuandose la separacion electroforética cordifegencia de voltaje de 73-84 volt por unos 30

minutos, todo esto es realizado en TAE a un 50%.

Para finalizar se sumergi6 el gel en una soluc@m sbyr-safe (4u) por unos 20 min.,
conseguida la fluorescencia, se observo en unltiraimsador para registrar los resultados en una

fotografia por medio de una camara digital.



.- Método de Amplificacion de microsatélites.

Se comenzd con la preparacion de los reactivosaguien en conjunto en el proceso de

amplificacion por PCR, en donde se debe considiesdguiente:

Tabla 1.- Reactivos utilizados para la reacciorP@&R y concentraciones de las soluciones de

trabajo a utilizar.

Solucion | Solucion | Volumen
Trabajo Final (1nd)
Buffer PCR 10 2 1 X 1.5
MgC12 50 md 1,8 pM 0,54
ANTPs 2,5 mlJd 200 plJd 1,2
Partidor {F) 10 ph 0.2 mhi 2
Partidor (E) 10 phd 0.2 v 2
Taq. Pol. Spf phda 1u 0z
H1O -- 6,52
ADN -- 1
Total 15

Los partidores a utilizados en este trabajo sespedificos para la amplificacion de
microsatélites, los cuales han sido descritos pties especies de mitilidos, estos corresponden

a: Mgl, Mg3 y Mg6 obtenidos desdéytilus galloprovincialis (Presa et al 2002).

Teniendo lista la preparacion de trabajo, se aghdofd de cada muestra por separado en
tubos eppendorf con la solucidon anteriormente dagdrabla 1), para luego colocar cada tubo en
el equipo de termociclador , en donde se realizeed&cion de PCR, utilizando el siguiente
programa: 95°C por 5’ seguido de 35 ciclos de desaeaon a 95° por 40”, extension a 57° por

40 y alineamiento a 72°C por 1 ‘, con un extemsiimal a 72° por 20’.



Posteriormente, se realizo la electroforesis de RGRal es de similar preparacion que la
electroforésis de la extraccion de ADN mencionataraéormente, con la diferencia de que el gel

se encuentra a una concentracion de un 1.5% ¥ sédeace correr a 75 volts.

.- Lectura de microsatélites.

Una vez obtenidas las copias de los microsatéiitediante PCR, se realiza una lectura
mediante un secuenciador automético, lo cual em @0 se realizara mediante envié de las
muestras al laboratorio de servicios de la Pomdifigniversidad Catoélica de Chile en Santiago.
Luego de realizada la lectura con el secuenciadton@tico las muestras son analizadas
mediante el software Peakscanner, para obtenelatos de los fragmentos de ADN analizados
en donde se obtiene el tamafio y posicion de lokspda las muestras para que estos datos

puedan ser ingresados a los software estadisticos.

.- Andlisis Estadistico.

El andlisis de las muestras se realizo mediantdilizacion de programas estadisticos
especificos para analisis genético, en este casuftelare Tools for population genetic analyses
(TFPGA) 1.3 (Millar P. 1997). Los analisis estaidist a realizar seran: ajuste al equilibrio de
Hardy-Weinberg, mediante test exacto, estadisticqpafa determinar estructura genética

poblacional y su significancia mediante prueba exede Fisher.



RESULTADOS

EXTRACCION DE ADN

De acuerdo a los analisis realizados en lo queectspa extraccion de ADN se logré
obtener ADN para la 24 muestras por cada una de |lexalidades estudiadas &ytilus
chilensis. La calidad del ADN puede ser visualizada en ta Ej se observa una fotografia de un
gel de agarosa mediante electroforesis de ADN, ardel se puede apreciar algun grado de

degradacién del ADN.

PREM1 PRtz PRMZ PRW4  PREMS PRMEG PERY  PRME PRRE PREMI0 PRMI11 PRRI1Z

Figura 2.- Fotografia de un gel de agarosa, madrash perfil de tincion del ADN extraido
mediante el método fenol/ cloroformo de 12 muestla$/. chilensis (posillo 1-12), para la

localidad de Puerto Raul Marin Balmaceda.



AMPLIFICACION DE MICROSATELITES.

Amplificacién Microsatélite MG3

El marcador MG3 amplifico para 20 muestras prometeéis de Chaihuin, 20 muestras de
Rolecha y 24 muestras para Puerto Raul Marin Badeadara todas las muestras analizadas se
obtuvo el tamafio de bandas que correspondianditide marcador ya nombrado, el cual fluctia
entre 143-151 pb. En la Figura 3 se puede obseiveamaifio de bandas observado para 12

muestras de Puerto Raul Marin Balmaceda.
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Figura 3.- Fotografia de un gel de agarosa, mabrém amplificacion del ADN de 12 muestras

deM. chilensis (posillo 1-12) para el sector Puerto Raul Marinieceda,con el partidor MG3.



Amplificacién Microsatélite MG6

El marcador MG6 amplifico para 21 muestras prometeéis de Chaihuin, 20 muestras de
Rolecha 'y 20 muestras para Puerto Raul Marin Baddwa Para todas las muestras analizadas se
obtuvo tamafo de bandas que correspondian al e dharcador ya nombrado, el cual fluctia
entre 214-236 pb. En la Figura 4 se puede obseivtamaifio de bandas observado para 12

muestras de Puerto Raul Marin Balmaceda.
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Figura 4.- Fotografia de un gel de agarosa, mabrém amplificacion del ADN de 12 muestras

deM. chilensis (posillo 1-12) para el sector de Chaihuin,conagtigor MG6.



Amplificacién Microsatélite MG1

El marcador MG1 amplifico para 20 muestras prometeéis de Chaihuin, 20 muestras de
Rolecha y 24 muestras para Puerto Raul Marin Badeadara todas las muestras analizadas se
obtuvo tamafo de bandas que correspondian al e diarcador ya nombrado, el cual fluctia
entre 168-208 pb. En la Figura 5 se puede obs&ivtamaifio de bandas observado para 12

muestras de Puerto Raul Marin Balmaceda.
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Figura 5.- Fotografia de un gel de agarosa, masbréan amplificacion del ADN de 12 muestras

deM. chilensis (posillo 1-12) para el sector de Rolecha,con digm MG1.



LECTURA DE MICROSTELITES.

Para la lectura de microsatélites realizada popregrama Peakscaner se pudieron
observar los peaks obtenidos para cada uno de ilmegsatélites obteniendo la posicion y el
tamafio de estos correspondiente. En las capturmsadenes de la Figura 6 se pueden observar

los peaks obtenidos para una muestra con sus &ctegys microsatelites.

Figura 6.- Muestra las capturas de imagenes maktdas Peaks obtenidos para 1 muestra (CHA
3) con el software Peakscanner, con los 3 distimiaxadores utilizados en esta investigacion en

donde cada grafico corresponde al) MG1, II) M@B) MG6.



ANALISIS ESTADISTICO

De los analisis estadisticos realizados para losidolimorficos MG1, MG3 y MG6 en
las 3 localidades estudiadas, se obtuvieron akbsaes de heterocigosidad observada para los
marcadores MG1 y MG6 (Tabla 2), no asi para el atimcMG3 en donde existié una muy baja
heterocigosidad obteniendo como valores maximd@tipara la localidad de Rolecha (Tabla 2).
En lo que respecta al niumero de alelos presentadanlocus se puede observar una alta cantidad
de alelos para los marcadores MG1 y MG6 llegandacantrarse 9 alelos por marcador en las
20 muestras analizadas por cada poblaciéon, no asi [MG3 donde la cantidad de alelos
encontrada fue muy baja en relacion a los marcaddt€l y MG6 (Tabla 3). Para la
diferenciacion entre localidades se obtuvieron reglsignificativos entre los distintos pares de
localidades para los 3 microsatélites obteniend@deres de p = 0,0002 para Chaihuin v/s
Rolecha, p = 0,0027 para Chaihuin v/s Puerto RaatiZMBalmaceda y un p = 0,018 para
Rolecha v/s Puerto Raul Marin Balmaceda (Tabla)zambio al analizar los microsatélites por
separado no se ven diferencias significativas (§0%) para los marcadores MG3 y MG6 por

separado Y si hay diferencias significativas (pG5Ppara el marcador MG1 (Tabla 5).



Locus Chaihuin Rolecha [ Puerto Raul Marin Balmaceda
MG1
n 20 20 24
146 0,475 0,225 0,405
148 0,000 0,150 0,000
156 0,000 0,200 0,048
158 0,050 0,275 0,214
160 0,075 0,000 0,119
162 0,050 0,000 0,048
164 0,000 0,075 0,142
166 0,175 0,050 0,000
168 0,175 0,025 0,024
Ho 0,703 0,803 0,751
HW 0,005 0,000 0,184
MG3
n 20 20 24
138 1,000 0,950 0,975
140 0,000 0,050 0,000
146 0,000 0,000 0,025
Ho 0,000 0,097 0,049
HW - 1,000 1,000
MG6
n 21 20 20
247 0,021 0,000 0,000
250 0,542 0,550 0,525
253 0,083 0,275 0,300
256 0,146 0,100 0,125
259 0,104 0,050 0,025
262 0,042 0,000 0,000
265 0,021 0,000 0,000
271 0,021 0,025 0,025
298 0,021 0,000 0,000
Ho 0,664 0,609 0,618
HW 1,000 0,170 0,068

Tabla 2.- Se muestra el numero de individuos aaddig (n) y frecuencias alelicas obtenidas
para cada alelo dentro de su respectivo locus, @slei® presentar la heterocigosidad observada
(Ho) y probabilidad de ajuste al equilibrio de Hankeinberg (HW) para cada una de las

localidades analizadas t& chilensis.



Alelos Fit Fst Fis
o 146 0,071 0,045 0,028
= 148 0,667 0,116 0,624
156 0,376 0,108 0,301
158 0,677 0,049 0,660
160 0,475 0,023 0,463
162 0,487 -0,013 0,494
164 0,415 0,041 0,390
166 -0,038 0,096 -0,148
168 0,190 0,081 0,119
3 138 -0,015 0,005 -0,020
= 140 0,002 0,030 -0,029
146 0,001 0,002 -0,002
3 247 -0,001 -0,004 0,003
= 250 -0,289 -0,017 -0,268
253 -0,231 0,072 -0,326
256 -0,141 -0,016 -0,123
259 0,208 0,001 0,207
262 1,000 -0,008 1,000
265 -0,001 -0,004 0,003
271 -0,024 -0,024 0,000
298 -0,001 -0,004 0,003

Tabla 3.-Valores obtenidos del estadistico F pada @lelo dentro de los diferentes locus

estudiados.
Fit (F) Fst (Theta p) Fis (f) p E.E
Mgl 0,3244 0,0590 0,2820 0,0000 0,0000
Mg3 -0,0065 0,0127 -0,0195 0,1125 0,0053
Mg6 -0,1529 0,0087 -0,1630 0,2466 0,0263
Mg1/Mg3/Mg6 0,1103 0,0361 0,0770 0,0002

Tabla 4.- Valores obtenidos del estadistico F poud y la interaccion de estos, ademas se

pueden observar los valores de p para el testeradFisher y su respectivo error estandar (E.E).



MG1 MG3 MG6 MG1*MG3*MG6
p E.E p E.E p E.E p total
Chaihuin V/S Rolecha 0,000 | 0,000 | 0,205 { 0,004 | 0,208 | 0,012 0,000
Chaihuin V/S Pto. Raul Marin B. 0,001 0,001 0,461 {0,005]0,119]0,012 0,003
Rolecha V/S Pto. Raul Marin B: 0,001 0,001 | 0,500 { 0,006 | 1,000 | 0,000 0,018

Tabla 5.- Probabilidad de diferenciacién genétictieepares de localidades por locus mediante

prueba exacta de diferenciacion de poblacionesnii@agl y Rousset 1995), en donde se observa

el valor de p y su respectivo error estandar (E.E).



DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en la prestsdis podemos decir que existié una
optima extraccion de ADN y una correcta amplifiéacde los 3 microsatelites ocupados para
este estudio los que previamente se encontrabamdidef paraMytilus galloprovincialis por
Presaet. al. (2002), los cuales permitieron obtener valorescaddos para los analisis genéticos
poblacionales para la espediytilus chilensis, lo cual es realizado por primera vez en esta
especie con este tipo de marcadores hipervarigplegpermiten realizar una aproximacion mas
especifica para conocer los niveles de diferenmaque pudieran existir entre grupos o bancos

naturales.

De acuerdo a lo analizado mediante los indicaddeesariabilidad genética, la especie
Mytilus chilensis presentd una Heterocigosidad observada (Ho) pamdiceosatélite MG3 que
fue muy baja o nula dentro de las 3 localidadedizatas obteniendo valores de entre un 0% a
un 9% (Tabla 2), en cambio, para los microsatéMed y MG6 se puede observar una alto nivel
de heterocigosidad presentando valores de entr@una 80% para MG1 y un 60% a 66% para
MG6 (Tabla 2). Los valores de heterocigosidad etnadns para esta especie concuerdan con los
niveles de variabilidad observados para molusceahNms con este tipo de marcadores. Los
resultados obtenidos por estos microsatelites sgeatran cercanos a los valores obtenidos por
Diz y Presa (2008) eMytilus galloprovincialis en donde los resultados obtenidos para MG1
fluctdan entre el 89% y 90% y para MG3 ente un 80%B5%. Ademas, la heterocigosidad

obtenida paraMytilus chilensis para estos microsatélites es similar a los valere®ntrados en



otros tipos de moluscos bivalvos comdgtilus edulis ( Del Rio & Beaumont 2000) Panopea

abrupta (Vadopalas et.al 2004) en donde también han sidpawlos este tipo de marcadores.

En lo que respecta a la diferenciacion de las paibias estudiadas se pudo observar que
existen diferencias significativas entre las 3 lide@les analizadas déytilus chilensis, ya sea en
la comparacion total como entre pares de localgla@leanalizar las diferencias detectadas por
alguno de los 3 loci analizados, se observa qudifasencias son explicadas por el microsatélite
MG1 y no asi para MG3 y MG6 en donde no existeerdifcias significativas (p > 0,05) (Tabla
5). Al analizar los 3 microsatélites con todas pasibles combinaciones existentes entre las
poblaciones se observan diferencias significatives, decir, cada poblacion se estaria
comportando de manera independiente, ya que lozregalobtenidos en el test exacto de
diferenciacion de poblaciones (Raymond y Rouss@b)190on significativos (p < 0,05) para la
interaccion de los 3 locus estudiados en las 3apaiies (Tabla 5). Los resultados obtenidos en
este estudio mediante marcadores hipervariablestraneresultados diferentes a los obtenido
por Toro et. al. (2006), en donde no encuentraareliicias significativas entre las distintas
poblaciones a pesar de que se ocupa un rango rsaeildistribucion al utilizado en el presente
estudio, explicando que todas las poblacionestéa esmportando de una manera similar lo cual
no ocurre en este caso. Esta diferencia con |lonadd@ previamente se puede estar debiendo a
los distintos marcadores utilizados al ser estsipos diferentes, ya que los marcadores
utilizados por Toro et. al. (2006) correspondeniaimas, las cuales cuentan con una baja
variabilidad genética y en general poseen un gdadoolimorfismo bajo (Martinez et.al. 2007), a
diferencia de los utilizados en este trabajo que reicrosatélites, los cuales son marcadores

hipervariables capaces de detectar en forma masbkerualquier tipo de proceso de cambio



genético como mutaciones que estén ocurriendo aletgl genoma, deriva genética de las
poblaciones, (Martinez et.al 2007), no asi en sbcde las alozimas que permiten detectar

presencia de procesos selectivos.

La alta estructuracion genética observada para paldacion se podria deber a diversos
procesos que pudieran estar ocurriendo en estxiesp&si podemos suponer que estaria
existiendo una alta tasa de mutacion en la espéyiéus chilensis, ya que se pudo observar que
existe una alta cantidad de alelos observadosopaslal analizar los microsatélites MG1 y MG6
en donde al ser comparados estos entre todasb&scipnes analizadas no presentan un alelo en
comun sino que existen alelos que aparecen en nfegmuencia que otros (Tabla 3), sin
embargo, es conocido que la tasa de mutacién eadames de microsatélites es mas alta que en
otras regiones del genoma, debido a ser estogesgcteutros para la seleccién. Por otro lado, la
migracion en estas especies con estados adulitesssés determinada por sus periodos larvales,
en donde las larvas son trasladadas en el plampmoras corrientes oceanogréficas, lo cual
determina el grado de dispersion y por lo tantoiel de flujo génico entre localidades. En este
caso, debido a los resultados de estructuracidgtiganpoblacional, podrian estar existiendo
barreras geograficas, en este caso oceanografigasgstan impidiendo que exista un correcto
flujo de genes y asi no estuviese existiendo umggarion efectiva de individuos por parte de las
distintas poblaciones, esto al contrastarlo condés$ oceanograficos en donde se expone que
existe una gran influencia de la Corriente de edel Oeste sobre la costa de Chile (Strub &
Mesias 1998; Camus 2001) , no afectaria el trastedéas larvas planctonicas de choritos en
donde esta especie cuenta con un estado larvad0 dd5 dias (Toro et. al. 2004 a) , sino que

estas corrientes deberian estar favoreciendonaayor flujo de dispersion de larvas (Toro et. al.



2004 b), lo cual no estaria ocurriendo en estedestn donde todas las poblaciones se estarian
comportando de manera diferenciada sin que eastiéa migracion por parte de las larvas

plancténicas a través de la costa de Chile.

De acuerdo a lo planteado se puede observar quased poblaciones de adultos de
Mytilus chilensis, cada una se esta comportando de manera indepengi@nto tanto sera de
gran importancia seguir realizando estudios en bhs®mmportamiento de las poblaciones de
choritos en la costa chilena ocupando marcadorismgrdicos disefiados para esta especie de
Mytilus y asi corroborar la informacion entregada en les@nte tesis, ademas de realizar
muestreos en mas zonas para asi poder observardetaéadamente los limites de la

diferenciacion entre las distintas poblacionesteries déMytilus chilensis en la costa chilena.

La informacion recolectada en esta tesis puedéesgran importancia al momento de
realizar la obtencion de semillas de chorito, lagles son de gran importancia al momento de
realizar el cultivo de esta especie, ya que alguer cada poblacion se esta comportando de una
forma particular estas podrian estar presentandatesisticas importantes para esta especie, ya
sean resistencia a enfermedades, altas tasas denierdos, expresiones fenotipicas de
importancia comercial entre otras, lo cual podefade gran ayuda e interés para la industria de la

mitilicultura chilena.
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