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RESUMEN

La creciente demanda mundial de productos pesqueros y el estancamiento de la pesca
extractiva, ha llevado a la acuicultura a la busqueda de nuevas especies para ser cultivadas.
Nowadays, en la region del Bio Bio se potencia al Camardn de Roca como recurso
cultivable. La presente investigacion genera informacion base para desarrollar su cultivo,
estableciendo parametros de diversidad genética de sus poblaciones naturales vy
determinando su grado de estructuracién genética. Para ello se utilizaron marcadores
moleculares tipo RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) y el gen mitocondrial de la
Citocromo Oxidasa subunidad | (COl).

Las zonas de muestreadas fueron Guayacan (29°58°0,02”S, 71°21°0,312”W), Zapallar
(32°33°01,5”S, 71°27°35,6”W) y Chome (36°46°26’S; 73°12°47”W). De un total de 186
individuos colectados, 170 fueron genotipados con 5 primer RAPD identificandose 34
fragmentos polimoérficos. En cuanto a COI se analizaron 54 secuencias que contienen 18
haplotipos. Los resultados de los estadisticos genéticos en el caso de los marcadores RAPD
(Gst, Fst (8) y Nm) al comparar todas las poblaciones fueron de 0,0425, 0,0486 y 11,27
respectivamente, observandose ademas identidades genéticas de Nei de 0,926 (Chome-
Guayacan), 0,952 (Zapallar-Guayacan) y 0,966 (Chome-Zapallar). Para el caso de COlI, el
indice de diversidad genética total fue de 0,786. El estadistico FST fluctuo entre -0,029 y -
0,017, las correlaciones de distancias genéticas con las geograficas mediante pruebas de
Mantel resultaron ser bajas 0,32 (RAPD) y 0,62 (COI). En el andlisis network usando la
aproximacion Median Joining, se observa una forma de estrella, patron consistente con una
expansion poblacional geografica reciente. Los analisis realizados indican que no hay
presencia de estructuracion genética entre las localidades muestreadas.

Este estudio es una primera aproximacion al conocimiento a nivel genético de esta especie
y su estructura poblacional. EI andlisis de la estructura genética poblacional brind6
informacion importante con respecto a la forma en que se encuentra distribuida la
diversidad genética dentro y entre las areas muestreadas y que estaria apoyando la hipétesis
de que no existe estructuracion poblacional a una escala geogréafica, no obstante para tomar
decisiones de manejo en esta especie se recomienda incluir un mayor nimero de
localidades a lo largo de la distribucion de la especie. La informacidn aqui expuesta nos
permite inferir ademas la forma de plantear futuros programas de seleccion asistida por
marcadores (MAS) en esta especie.



ABSTRACT

The growing global request for sea food and the decrease of capture fisheries, aquaculture
has led to the search for new species for cultivate. Actually, the rock shrimp
(Rhynchocinetes typus) in the Bio Bio is enhanced as the resource rock shrimp cultivation.
This research generates basic information to develop this commodity, determining
parameters of genetic diversity in natural populations and their degree of genetic
structuring. For this objective we used molecular markers RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA) and the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase Subunit | (COI).

The areas sampled were Guayacéan (29 ° 580, 02 "S, 71 ° 21'0, 312" W), Zapallar (32 °
33'01,5"S, 71 °27'35, 6" W) and Chome (36 ° 46'26 "S, 73 ° 12'47" W). From a total of
186 individuals collected, 170 were genotyped with 5 RAPD primers identifying 34
polymorphic fragments. Regarding COIl 54 sequences were analyzed containing 18
different haplotypes. The results of genetic analysis in the case of RAPD markers (Gsr, Fst
() y Nm) when comparing all populations were 0.0425, 0.0486, and 11.27 respectively,
also the observed Nei genetic identities were 0.926 (Chome-Guayacan), 0.952 (Zapallar-
Guayacéan) y 0.966 (Chome-Zapallar). For the case of COl, the total genetic diversity index
was 0.786. The FST statistic ranged between -0.029 and -0.017, genetic correlations with
geographic distances using Mantel tests were found to be low 0.32 (to RAPD markers) and
0.62 (COI gene). In network analysis using Median Joining approximation, there is a star-
shaped pattern consistent with a recent geographic population expansion. Analyses indicate
no presence of genetic structure among localities sampled.

This study is a first approach to knowledge at the genetic level of this species and its
population structure. Analysis of population genetic structure provided important
information regarding the manner in which genetic diversity is distributed within and
between sampled areas, that would support the hypothesis that there is no population
structure at a geographical scale, however to take management decisions in this species is
recommended to include a greater number of locations along the distribution of the species.
The information presented also allows us to infer how to approach future programs of
marker assisted selection (MAS) in this species.



INTRODUCCION

Resefa Sobre el Estado Actual de la Pesca y Acuicultura.

La pesca y la acuicultura son una fuente importante de ingresos y medios de subsistencia
para cientos de millones de personas en todo el mundo, asi, la demanda mundial de
productos pesqueros ha aumentado significativamente en las Gltimas décadas, pasando de
un consumo per capita de 11 Kg * persona afio™ en 1970 a 17 Kg en 2007. Las cifras
preliminares para 2008 indican un incremento adicional del consumo anual per capita hasta
los 17,1 Kg. En 2009, como consecuencia de las condiciones econdmicas inciertas, la
demanda se mantuvo sin cambios y se prevé que el consumo per capita haya permanecido
estable (FAO, 2010). Si bien, la pesca extractiva se ha estancado durante la década pasada
como consecuencia de los limites de explotacion en los caladeros, la contribucion de la
acuicultura a la produccion total de la pesca de captura y la acuicultura continud
aumentando y paso del 34,5 % en 2006 al 36,9 % en 2008. En el periodo 1970-2008 la
produccién acuicola de pescado comestible aumentd a un ritmo anual medio del 8,3 %,
mientras que la poblacion mundial aumento en promedio un 1,6 % anual. El resultado
combinado del desarrollo de la acuicultura en todo el mundo y la expansion de la poblacion
mundial es que el suministro per capita medio anual de pescado comestible procedente de
la acuicultura para el consumo se multiplico por diez y paso de 0,7 Kg en 1970 a 7,8 Kg en
2008, lo que supone un incremento medio del 6,6 % anual (FAO, 2010). La produccién de
especies marinas 0 dulceacuicolas en condiciones controladas es, por otro lado,
enormemente diversa en comparacion con los animales domesticos tradicionales, existiendo
en la actualidad mas de 600 especies explotadas en la acuicultura mundial (FAO, 2012).
Esta tendencia, lejos de atenuarse, se acentla, y entre las prioridades de la Union Europea
(UE) para este sector, ademas de la estabilizacion y el crecimiento de la cantidad de
especies consolidadas, se incluye la domesticacion de nuevas especies para diversificar la
creciente demanda de mercado (Martinez, 2005).

Con el creciente interés mundial de desarrollar la acuicultura se estan llevando a cabo
considerables esfuerzos en Europa, Asia, Norte, Centro y Sudamérica para cultivar
intensamente cinco grupos de especies: salmonidos, langostinos, camarones, langostas,
ostras y ostiones (San Felit 1987, Dupré 1992). Debido a la creciente necesidad de
desarrollar sistemas de produccion que permitan un uso racional y sostenido de las distintas
especies acuicolas, en Chile se han establecido numerosos programas para desarrollar la
acuicultura (Jiménez-Badillo, 2006, Pérez-Sanchez et al., 2005), que han conducido a la
busqueda de especies nativas que presenten caracteristicas adecuadas para su cultivo y que
puedan ser empleadas como alternativa a la introduccion de especies exoticas (Arias-
Rodriguez et al., 2006). De hecho actualmente existen diversos programas nacionales para
su fomento, “Hacia una acuicultura de nivel mundial (HUAM)” y el “Programa para la
Diversificacion de la Acuicultura Chilena (PDACH)” impulsados por FONDEF son dos
ejemplos de ello, que muestran el interés nacional en la acuicultura como una actividad
prioritaria. En este contexto, el camardn de roca es una de las especies nativas que se



pretende potenciar en acuicultura, existiendo en estos momentos un proyecto FONDEF en
ejecucion preocupado de establecer las bases y pardmetros de densidad y alimentacion de
estos organismos en cautiverio.

Biologia del Camardn de Roca (Rhynchocinetes typus): Distribucion, Habitat,
Antecedentes Reproductivos y de su Pesqueria.

El camardn de roca, Rynchocinetes typus, perteneciente al grupo de los decapodos, se
encuentra desde la bahia de San Vicente, Chile (36° 44 37” S — 73° 9> 77 W) por el Sur
hasta Lobos de afuera, Perti (6° 57° 0” S - 80° 42° 0” W) por el norte y habita ambientes
rocosos hasta los 30 metros de profundidad. Esta especie tiene un ciclo reproductivo no
sincronizado, lo que genera una reproduccion continua a lo largo del afio (Correa y Thiel
2003). Algunos autores sugieren que el camar6n de roca migra a aguas poco profundas
(Vasquez y Castilla 1982) cuando se reproducen, sin embargo, Correa y Thiel (2003) tras
examinar la poblacion durante todo el afio sugieren que la migracion reproductiva es de
menor importancia 0 no migra para reproducirse como otros crustaceos carideos. Dupreé et
al. (2008) describen por primera vez el desarrollo larval de un representante de la familia
Rhynchocinetidae en aguas del Pacifico suroriental, determinaron siete estados de zoea que
ocurren a través de 10 mudas sucesivas.

Como antecedente anexo, Torres (1983), reportd que los machos de esta especie presentan
dos morfos diferentes: uno que fue llamado typus, pequefio, muy parecido a la hembra y
otro llamado robustus, que alcanza tamafos mucho mayores alcanzando un mayor
desarrollo de sus pinzas y de sus maxilipedos, Torres alude a que se deberia a diferencias
genéticas, pero lo Unico que se sabe hasta ahora, es que los machos robustus antes de llegar
a esta fase pasan por los estadios typus e intermedius, todos los robustus inician su madurez
sexual en el estado typus, pero se desconoce si todos los typus tienen el potencial para
llegar a robustus o si son s6lo algunos typus los que llegan a robustus (Matin Thiel,
Académico depto. Biologia Marina, Facultad de Ciencias del Mar, U. Catolica de Norte,
com.pers). Por lo tanto, la Unica evidencia concreta de esto es que todos los robustus han
pasado por el estado typus. Investigaciones hechas en la Universidad Catolica de Norte,
sugieren gque los machos robustus aparentemente establecen territorios definidos, cuevas
particulares entre las piedras, y las hembras estarian siendo atraidas a estos lugares. Los
machos robustus, de gran tamafio, defienden efusivamente a las hembras durante el
apareamiento. Por ejemplo, si algun otro macho robustus quiere arrebatarle a la hembra, el
macho residente realiza una serie de sefiales visuales para evitar enfrentamientos directos
con el macho “intruso”, y si el mensaje es claro, el macho mas grande se quedara con las
hembras. Ahora bien, si el macho es de similar tamafio, se enfrentaran, ambos toman las
pinzas de su oponente y luego lanzan arponazos frontales con ambos maxilipedos, que
pueden dafar seriamente al oponente o incluso matarlo. Los machos typus no enfrentan a
los machos robustus sino que espera su oportunidad y se aparea con la hembra la mayor
cantidad de veces posible.

El camaron de roca constituye un recurso econdémico de importancia en Chile,
especialmente en la Regién de Valparaiso donde es explotado para su consumo,



principalmente por pescadores artesanales (Martinez y Arana 1983, Martinez et al., 1988,
Dupré et al., 1992) alcanzando un precio de cinco mil pesos el Kg vivo en la caleta de
Zapallar, regién de Valparaiso (Carlos Allende, pescador artesanal, com.pers). Registros de
SERNAPESCA en 2011 indican que en 2010 su captura alcanzé las 8 toneladas, siendo
esta exclusiva de la Region de Valparaiso.

Hasta el momento sélo se han realizado estudios sobre su biologia reproductiva que se
refieren a la fecundidad (Dupré, 1981) estructura y ultraestructura espermatica (Dupré y
Barros 1983), interaccion gameética (Barros et al., 1986: Gomez y Dupré, 2002), desarrollo
larval (Dupré et al., 2008). El resto de los estudios se refiere a su pesqueria (Martinez y
Arana 1983), crecimiento (Martinez et al., 1988) y reclutamiento de juveniles (Vasquez y
Castilla 1982), no existiendo en estos momentos ningln estudio publicado relacionado con
la genética de estos organismos.

Figura 1. Ejemplar Robustus de la especie en estudio en su ambiente natural, Zapallar
Region de Valparaiso. Foto gentileza de C. Araneda.

La Genética en la Conservacion de Recursos.

El uso de la genética, y particularmente de los marcadores moleculares, en las areas de la
ecologia y la evolucion no ha dejado de crecer en las ultimas décadas. EI ambito de la
conservacion bioldgica no es una excepcidn y este proceso ha dado origen a la disciplina de
la genética de la conservacion. Los antecedentes de esta disciplina se pueden retrotraer a las
preocupaciones tempranas por el mantenimiento de la diversidad genética en especies
explotadas (Godoy, 2009). Evaluar el estado de conservacion genético de las poblaciones y
proponer medidas para preservar la diversidad genética y prevenir los riesgos de naturaleza
genética para la persistencia de las poblaciones son sus objetivos centrales, y para esto los
marcadores moleculares han resultado enormemente Utiles (Godoy, 2009).



La diversidad genética constituye la materia prima que permite a las poblaciones adaptarse
a los cambios del medio ambiente. En las poblaciones aparecen constantemente variantes
genéticas por medio de las mutaciones o por flujo de material genético proveniente de otras
poblaciones (Pérez, 1993). Asi, se crean formas alternativas o alelos de un gen (o secuencia
de ADN), cuya presencia es una indicacion de variacion genética.

Las poblaciones de muchas especies terrestres y acuaticas estan a menudo subdivididas en
subpoblaciones o demos, que en ocasiones han desarrollado diferenciacién genética y
adaptacion a ambientes locales. Por lo tanto, la pérdida de uno o méas de estos demos reduce
la diversidad genética total de la especie y puede ocasionar la pérdida de variantes genéticas
Unicas (Pérez, 1993).

A nivel de conservacién se han propuesto varias metas, una de estas es que la conservacion
de la biodiversidad, la utilizacion sostenible de sus componentes y la participacion justa en
los beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos genéticos sea, entre otras
cosas, mediante un acceso adecuado a esos recursos y a una transferencia apropiada de las
tecnologias pertinentes, teniendo en cuenta todos los derechos sobre esos recursos y a estas
tecnologias, asi como mediante una financiacion apropiada (Secretaria del Convenio sobre
la Diversidad, 2010). El anlisis de la diversidad genética permite no solo conocer el acervo
génico existente en los sistemas bioldgicos, sino también establecer las bases para prevenir
riesgos de extincion de especies y con ello preservar la biodiversidad (Garcia, 2010). La
pérdida de diversidad genética es ocasionada por la deriva genética y la consanguinidad,
especialmente en las poblaciones de tamafio pequefio, y también por la eliminacion
selectiva de genotipos especificos (Frankham et al., 2002). En teoria, toda actividad o
proceso que exploten selectivamente tipos individuales o reduzca considerablemente el
tamafo de la poblacién, modificard la estructura genética de las poblaciones naturales
(Smith, 1996).

Los estudios genético-poblacionales, se utilizan como herramientas en el objetivo de la
conservacion de los recursos genéticos, ademas buscan comparar diferencias entre
individuos de una misma especie y tratar de establecer relaciones de proximidad entre ellos
a nivel de sus poblaciones (Boto, 2010), existiendo para este fin marcadores moleculares
presentes en ADN nuclear y mitocondrial.

Marcadores Moleculares.

Un tipo de marcador basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), son los
marcadores RAPD (Araneda et al., 2005). Los fragmentos RAPD son heredados de forma
mendeliana y pueden ser obtenidos de cualquier especie aun sin contar con informacion de
la secuencia de ADN (Williams et al., 1992). Con la técnica de RAPD-PCR se busca
amplificar pequefias secuencias de ADN de los individuos de las poblaciones en estudio,
para usarlos como marcadores genéticos que pueden compararse a través de las poblaciones
por medio de métodos estadisticos (Williams et al., 1990). En el patrén de fragmentos
RAPD amplificados se identifican secuencias que son constantes (monomorficas) o que
cambian entre los individuos (polimorficas). Estos analisis permiten estimar niveles de



variacion entre alelos, en sub-poblaciones de un &rea geografica determinada (Garcia et al.,
1999). Los RAPD son usualmente marcadores dominantes con polimorfismos entre
individuos definidos por la presencia o ausencia de un fragmento. De acuerdo con Tingey y
del Tufo (1993), cada partidor dirigira la amplificacién de varios loci discretos en el
genoma, permitiendo detectar polimorfismo entre individuos. El nimero y tamafio de los
fragmentos amplificados dependerd de la secuencia de nucleé6tidos del partidor y el
contenido del ADN de la especie. EI nimero de fragmentos amplificados puede ser muy
alto dada la gran cantidad de partidores disponibles, al igual que el nUmero de amplicones
producido por cada uno. Sin embargo, también existen partidores que no muestran
amplificacién en determinados genomas, el protocolo es relativamente rapido y facil de
realizar (Araneda, 2003). Estos marcadores poseen la desventaja de que debido a su
naturaleza dominante hay perdida de informacion genética, los polimorfismos RAPD no
son extrapolables a otras especies, e incluso dentro de poblaciones de una misma especie,
ademas poseen baja reproducibilidad. No obstante, se siguen usando en muchos
laboratorios, ya que ofrecen una manera rapida y facil de detectar posibles marcadores
moleculares de muchos loci y a un bajo costo.

Otro tipo de marcador molecular muy utilizado en diversos estudios de caracterizacion de
especies son los que encontramos dentro del ADN mitocondrial (ADNmt). Entre las
propiedades de estos marcadores se puede mencionar su facilidad para obtenerlo y para ser
diferenciado del ADN nuclear. Ademas, es un genoma haploide, heredado por via materna
sin que ocurra recombinacion (Brown et al., 1979, 1982). Algunas regiones del ADN
mitocondrial poseen una alta tasa de mutacion, lo que hace que su evolucién en los
vertebrados sea cuatro veces mas rapida que en la mayoria de los genes nucleares (Vences
et al., 2005, Rubinoff 2006). Un marcador basado en ADNmt utilizado extensamente en
estudios poblacionales es el gen de la citocromo ¢ oxidasa | (COIl), este marcador de
aproximadamente 600 pb resulta ser adecuado para realizar estudios a nivel intraespecifico
(Avise 2000, Hebert et al., 2003a, Vences et al., 2005, Rubinoff 2006). Segun estas
caracteristicas, podriamos encontrar variabilidad intraespecifica en las secuencias de este
gen en el genoma mitocondrial del camaron de roca y asi utilizarlo como un marcador
genético para establecer diferencias dentro de las localidades en estudio. En este sentido,
cabe decir que el analisis de secuencias de ADN nuclear o de ADN mitocondrial
proporciona informacion ligeramente diferente y complementaria (Boto, 2010). En el
altimo 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 ADN (Qines,
2005), dado que presentan un mayor poder de resolucion y eficiencia para detectar las
diferencias de variabilidad genética entre poblaciones o individuos (Avise, 2000). La
variabilidad del ADNmt se ha utilizado para estudiar la estructura genética de las
poblaciones de vertebrados e invertebrados marinos (Ovenden, 1990; Vietes et al., 2006).

Genética en la Acuicultura de Crustéceos.
El progreso que ha mostrado la acuicultura de especies de crustaceos en las Gltimas décadas

se ha basado principalmente en el mejoramiento de tecnologias de cultivo para producir
semillas y su crecimiento en condiciones controladas hasta la talla de cosecha. Para que



continte el desarrollo de la Acuicultura de estos organismos, se hace necesario incorporar
principios y tecnologias provenientes de la genética. Para lograr esto Fujino en 1981 ya
consideraba tres etapas: 1) la descripcion de las caracteristicas de los recursos genéticos o
poblacionales silvestres utilizando varios tipos de marcadores genéticos. 2) el desarrollo de
tecnologias para mejoramiento genético y 3) la identificacién de problemas relacionados
con la conservacion de los recursos genéticos (Von Brand-Skopnik y Ibarra-Humphries
2001).

La genética de crustaceos empez6 a cobrar importancia en los dltimos afios, con un
desarrollo mas reciente y menor que el que se ha observado en peces e incluso bivalvos. En
crustaceos podemos considerar que estamos en la primera de las etapas mencionadas por
Fujino (1981), lo que se demuestra con la escasez de trabajos publicados en las diversas
bases de datos existentes, sobre todo para camarén de roca.

La caracterizacion molecular de las especies acuicolas es ademas un pre-requisito
imprescindible de los futuros programas de mejoramiento genético, pues permite detectar
regiones del genoma (polimorfismos) que diferencian unos individuos de otros (Trigiano y
Caetano-Anollés, 1998), pero méas que eso, permite determinar la estructura genética de las
poblaciones en su ambiente natural.

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 pardmetros Fis, Fir y Fst. Actualmente, la estimacion de pardmetros puede
realizarse haciendo uso de la informacion molecular presente en las poblaciones que
forman la muestra con el método conocido como Anélisis 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 ADNmt, siendo las mas frecuentes:
diversidad haplotipica (m) y diversidad nucleotidica (n) (Fontdevila, 1999).

Estructura espacial y dinamica poblacional en invertebrados costeros.

Para establecer relaciones entre los resultados que se obtienen con los estudios moleculares
tenemos como antecedentes que los crustdceos decdpodos presentan ciclos vitales
complejos, que comprenden en general fases larvarias plancténicas y fases postlarvarias
bentdnicas, lo que determina que su distribucion espacial y dindmica de poblaciones se
encuentre en estrecha relacion tanto con procesos de dispersion larvaria, mediados por
factores fisicos, como de seleccién de hébitat ligados a los patrones de movimientos y
migraciones en estadios postlarvarios (Botsford et al., 1994; 1998; Corgos, 2004).

En peces de arrecife y otros invertebrados marinos sésiles o de escasa movilidad que
habitan areas intermareales o submareales al igual que R. typus, la abundancia y estructura
de las poblaciones depende en primer lugar de procesos oceanograficos que determinan el
aporte de larvas hacia los habitats adecuados (Botsford, 2001; Botsford et al., 2001;
Corgos, 2004), y en segundo lugar de procesos que afectan a las fases juveniles,
especialmente predacién y canibalismo, dependientes de la densidad y de la disponibilidad



de hébitats adecuados como refugio (Botsford, 1995; Luppi et al., 2002). La estructura
espacial que genera la heterogeneidad del hébitat junto con los procesos de dispersion
larvaria y seleccion de habitat pueden dar lugar a la generacién de una estructura
metapoblacional (Botsford et al., 1994; Botsford, 1995), constituida por subpoblaciones
postlarvarias locales cuya dindmica depende de: 1) el aporte de larvas planctonicas, 2) los
procesos locales de crecimiento y mortalidad y 3) los movimientos de dispersion y
migratorios entre zonas. ElI conocimiento de los procesos de reclutamiento (definido como
la aparicion de fases postlarvarias iniciales en habitats bentdnicos; Booth y Brosnan, 1995),
del comportamiento individual (movimientos y seleccion de habitat) y de la distribucion a
distintas escalas y sus cambios estacionales, presenta una gran importancia para la
comprension de la estructura poblacional, la interconexién y factores de regulacién de las
distintas poblaciones locales (Corgos, 2004).

El término y el concepto “metapoblacion” en sentido estricto fue introducido por Levins
(1969, 1970), pero hasta los afios 90 no se generalizo el uso de este término. EI modelo de
metapoblacion propuesto por Levins (1970) incluye tres supuestos: 1) las poblaciones
locales son equivalentes en tamafio y en grado de aislamiento, 2) las dindmicas
poblacionales internas de las poblaciones locales son asincronas, y 3) la tasa de intercambio
de individuos entre poblaciones locales es demasiado baja para afectar a la dinamica de las
poblaciones locales (Corgos, 2004). EI modelo de Levins ignora la dindmica de las
poblaciones locales (Gaines y Lafferty, 1995), centrdndose en procesos de
extincion/recolonizacion y el grado de aislamiento de cada poblacion local (Gaines y
Lafferty, 1995; Hanski, 1998), por lo que proporciona un marco inapropiado para la
dinamica metapoblacional de las especies marinas, ya que no se ajusta a los ciclos
biologicos de la mayoria de organismos marinos (Corgos, 2004). Es mas, en el medio
natural las poblaciones que cumplen estrictamente los supuestos de Levins son escasos
(Harrison y Taylor, 1997) o no existen (Grimm et al., 2003; Hanski y Simberloff, 1997),
por lo que los supuestos mas especificos como la 1), (las poblaciones locales son
equivalentes en tamafio y en grado de aislamiento) se podrian flexibilizar sin cambiar el
concepto. Hanski y Simberloff (1997) proponen un modelo metapoblacional formado por
una serie de poblaciones locales abiertas conectadas mediante intercambio de individuos.
Para la mayoria de invertebrados marinos la migracién entre poblaciones se produce
mediante la dispersion larvaria. Smedbol et al., (2002) afadieron que las metapoblaciones
deben comprender una serie de poblaciones locales semiindependientes, de las cuales al
menos una debe tener una probabilidad de extincién mayor que cero. De este modo, en el
medio marino seria imposible, en la mayoria de los casos decidir si una poblacion presenta
estructura metapoblacional, y muchos investigadores (tanto en ecologia terrestre como
marina), asumen que cualquier distribucion de los habitats de adultos en parcelas es una
“metapoblacion” (Grimm et al., 2003). La dindmica metapoblacional en crustaceos
decdpodos se ha analizado desde el punto de vista de la dispersién larvaria como
determinante de la conectividad de las poblaciones locales postlarvarias (Botsford, 1995;
Botsford et al., 1994, 1998; Gaines y Lafferty, 1995). Por el contrario, la estructura espacial
de las fases postlarvarias se ha analizado escasamente (Corgos, 2004) ya que las especies
costeras, presentan una serie de peculiaridades biolégicas que afectan tanto a los métodos
de evaluacion como a los sistemas de gestion (Freire, 2007; Orensanz et al., 2005). En



particular, estas especies presentan una elevada persistencia espacial, por lo que la mezcla
dindmica no es aplicable, y presentarian por tanto una estructura metapoblacional
meroplanctonica, que en este sentido invalidaria la aplicacion de la unidad de stock a la
escala en que se produce la explotacion. Asi, los procesos bioldgicos y pesqueros deben ser
analizados a una combinacion de escalas, adquiriendo especial relevancia los niveles
locales (Freire, 2007).

Los estudios genético-poblacionales han demostrado, que aunque en el ambiente marino las
barreras fisicas que dificultan la dispersion de las especies son dificiles de distinguir y las
poblaciones pueden mezclarse, ya sea por la dispersion de sus larvas o por la libre
migracion de los adultos (Grantham et al., 2003; Robainas, 2004), en este medio pueden
existir poblaciones genéticamente estructuradas a diferentes escalas geograficas (Planes et
al., 1998; Robainas, 2004; Taylor y Hellberg 2003). Esta tendencia ha sido descrita para
especies ampliamente distribuidas como el arenque y el bacalao (Knutsen et al., 2003;
Ruzzante et al., 2001; Shaw et al., 1999) y para otras, como los camarones, caracterizadas
por estadios larvales complejos que facilitan su dispersion a merced de las corrientes
marinas (Robainas, 2004; Sponaugle et al., 2002). Sin embargo, estudios de flujo genico,
que sugieren que muchas poblaciones marinas son homogéneas incluso a escalas espaciales
grandes, circulaciones de mesoescala, que minimizan la dispersion a larga distancia
favoreciendo la retencion, o la existencia de especies endémicas alrededor de islas aisladas,
denotan que dichas poblaciones pueden ser sistemas mas ‘cerrados’ de lo que se creia
(Cowen et al., 2000). De hecho, no parece que un organismo que tenga fase planctonica
(independientemente de su duracidn) presenta mayores fluctuaciones en su poblacion al
compararlo con organismos que no posean dicha fase (Eckert, 2003). El estudio del
transporte larvario en metapoblaciones (y por ende de flujo génico) tiene importancia por
sus implicaciones a la hora de gestionar los recursos (Hanski, 1998) y asi conservar el
patrimonio genético de estos.

La dinamica de una poblacion natural esta controlada por los procesos de reclutamiento,
crecimiento individual y mortalidad, y por la variabilidad temporal y espacial de estos
procesos. Ello determina que una poblacion esté constituida por una secuencia de
generaciones, cuyo patron estd ajustado mediante interacciones bioldgicas y condiciones
fisicas del medio (Brey y Gage, 1997). En cuanto a la dinamica de las poblaciones del
camaron de roca, esta no se conoce con exactitud por lo que tendremos como referencia la
dinamica de la mayoria de las poblaciones de invertebrados marinos, con énfasis en los
crustaceos decapodos. Podemos decir por lo tanto, que poseen una movilidad intermedia,
sus ciclos vitales son complejos, la relacion stock-reclutamiento es evidente sélo en niveles
de stock muy bajos, posee agregaciones espaciales a diferentes escalas y estan conformadas
por metapoblaciones meroplanctonicas (Freire, 2007). El reclutamiento postlarvario
depende de la supervivencia larvaria (reservas energéticas, alimento disponible, abundancia
y solapamiento espacial de predadores y por supuesto también de las condiciones
ambientales que afectan supervivencia y crecimiento), mecanismos fisicos de transporte a
habitats de asentamiento adecuados (Procesos oceanograficos y comportamiento). La
regulacion del tamafio de la poblacion de adultos depende del reclutamiento postlarvario, la
supervivencia de juveniles (capacidad de carga en habitat de juveniles,



predacion/canibalismo), y la depensacién (reduccion del éxito reproductivo, reduccion
supervivencia postlarvaria) (Caley et al., 1996).

La especie en estudio tiene poco o nulo conocimiento a nivel genético por lo que la
presente investigacion es una primera aproximacion al conocimiento de este &mbito y tiene
como objetivo analizar la estructura genética poblacional, determinar la diversidad genética
dentro y entre las distintas localidades ademas de generar informacién base necesaria para
establecer los cimientos de futuros programas de cultivo y mejoramiento genético del
camaron de roca.
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Hipotesis

El recurso camardn de roca (Rhynchocinetes typus) presenta una larva peldgica de varios
estadios; considerando que esta le permitiria migrar y dispersarse a través de grandes
distancias geograficas, se espera que no exista estructuracién genética poblacional en las
localidades analizadas.

Objetivos

Objetivo general:

Establecer la linea de base de la variabilidad genético poblacional de esta especie
caracterizando mediante marcadores moleculares, nucleares y mitocondriales en
poblaciones naturales de R. typus presentes en tres localidades a lo largo del rango de
distribucién de la especie en Chile.

Objetivos Especificos:

1. Estimar la cantidad de diversidad genética que presentan las distintas poblaciones
de R. typus.

2. Determinar los patrones de distribucion de esta diversidad genética.

3. Evaluar si existe correlacion genético-geografica de las poblaciones de camarén de
roca
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de Material Biologico.

Los ejemplares de camardn de roca fueron obtenidos desde su medio natural desde las
localidades de Guayacan (29°58°0,02”S, 71°21°0,312”W), Zapallar (32°33°01,5”S,
71°27°35,6”W) y Chome (36°46°26”S; 73°12°47”W). Para tal efecto se cont6é con aportes
logisticos del proyecto Fondef D0811160 “Cultivo de Camarén de Roca (Rhynchocinetes
typus) en la Regién de Bio-Bio”.

BahiaLa Herradura-caleta Guayacar o
29°58°0,02"S; 71°21%0,312"W

Caleta Zapallar o
32°33%01,5S, 71°27°35,6"W

Caleta Chome

36%46°26"S, 73°12°47"W

Figura 2. Zonas de Muestreo de R. typus en el norte chico, centro y sur del pais
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Conservacién, Mantenimiento y Toma de Muestras

Los ejemplares fueron almacenados en primera instancia a una temperatura de -80°C. Para
efecto de realizar los analisis se extrajo tejido muscular del cefalotérax, el que fue
conservado en alcohol 100 %. Las muestras de tejido fueron almacenadas en el laboratorio
de AcuiGen ubicado en el departamento de Oceanografia de la Facultad de Ciencias
Naturales y Oceanograficas de la Universidad de Concepcién.

Extraccion y Cuantificacion de ADN Gendmico

La extraccion de ADN de los individuos utilizados en los analisis se hizo por el método del
fenol cloroformo de acuerdo a Taggart et al. (1992) — modificado (ver anexo I1). Se evalud
la integridad de los extractos obtenidos mediante el analisis de 3 pl del “stock” en
electroforesis en gel de agarosa al 0,7%, el cual se visualizd con bromuro de etidio en un
trans-iluminador. La concentracion del ADN “stock” fue cuantificada en un eppendorf®
BioPhotometer con un factor de dilucion (FD) de 40 en una cubeta de 1000 pl utilizando la
siguiente ecuacion: [ugepL™] = A260 x FD/20. Sélo el ADN que presentd una razén de
absorbancia 260/280 nm igual o superior a 1,7 y que se visualizo integro en el gel de
agarosa fue utilizado y diluido a 6 ngeuL™ (solucién de trabajo) en agua libre de nucleasas.
El ADN de las muestras que no cumplia con dichas caracteristicas se elimino y se procedio
a re-extraer.

Marcadores RAPD para Caracterizacion Molecular
Reaccion RAPD

La busqueda de marcadores RAPD para la caracterizacion genético-poblacional se hizo
utilizando 60 ejemplares representativos de cada localidad. Las condiciones de
amplificacion se basaron en los procedimientos descritos por Williams et al. (1990). las que
se fueron estandarizando de acuerdo a los resultados. Las reacciones de RAPD se
amplificaron en termocicladores MJ Research® Modelos PTC-100 y PTC-200.

Seleccion de Partidores

Se evalu6 la amplificacién de 300 diferentes partidores de 10 bases de las series 500 - 600 y
700 obtenidos desde el centro de sintesis de la Universidad de Columbia Britanica
(Canadd), de estos fueron escogidos cinco, que fueron los que presentaron mayor nimero
de fragmentos amplificados, mejor definicidn y reproductibilidad. Los partidores usados y
sus respectivas secuencias fueron: UBC625 (5°-CCGCTGGAGC-3"), UBC639 (5’-ATC
GAGCACC-3’), UBC660 (5’-AGACGCCGAC-3"), UBC696 (5’-CGGACATGGC-3’) y
UBC785 (5’-CACCCAACCA-3’) (ver condiciones en anexo Ill.ay 1V.a). Los amplicones
fueron sometidos a electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 % a 80 v por
aproximadamente 4 h en tampén TBE 0,5x (Tris-borato 0,45 M; EDTA 10 mM pH 8,0), a
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continuacién fueron visualizados con bromuro de etidio [5pgepL™] en un transiluminador y
fotografiados con camara Olympus 5060.

Anélisis de Datos y Estadisticos

El andlisis de los marcadores RAPD para las tres localidades estudiadas fue realizado
utilizando dos software de andlisis genético: Tools for Population Genetic Analysis,
TFPGA, v1.3 (Miller, 1997) y POPGENE v1.31 (Yeh et al., 1999) cuyas matrices para
cada software se encuentran en los anexos V y V1.

El tamafio de los fragmentos obtenidos con las amplificaciones se estimd por comparacién
con el patrén de un estandar de tamafio de 100 pb (Invitrogen®). Los patrones de bandas
obtenidas se analizaron visualmente en base a presencia o ausencia de fragmentos con el
objetivo de construir una matriz binaria, codificando “1” como presencia de fragmento y
“0” como su ausencia (Toro et al., 2004).

El patron de fragmentos obtenidos por medio de la técnica RAPD-PCR se analizd como
marcadores genéticos suponiendo que cumplen las siguientes condiciones:

= Se trata de marcadores dominantes que segregan de forma mendeliana,

= Las frecuencias genotipicas de los alelos cumplen con el principio de Hardy-Weinberg,

= Todos los alelos recesivos (“ausencia de fragmento”) son idénticos en estado (es decir,
provienen de mutaciones idénticas); lo mismo ocurre con los alelos dominantes
(“presencia de fragmento”).

Debido a que los marcadores dominantes no permiten verificar empiricamente el equilibrio
de Hardy-Weinberg, el porcentaje de fragmentos no amplificados en un locus dado, entrega
la frecuencia del homocigoto recesivo (q?). Por lo tanto los datos ingresados para un
organismo diploide y las frecuencias génicas se obtuvieron a partir de la expansion de
Taylor, con exacto ajuste a las muestras observadas recomendado para marcadores
dominantes y que considera que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para reducir el sesgo asociado con el analisis de marcadores dominantes, del conjunto de
datos obtenidos, se eliminan aquellos loci cuyas frecuencias del alelo recesivo sea menor a
3/n (g2 < 3/n), donde n es el niumero de individuos analizados en la poblacion (Lynch y
Milligan, 1994). Con el programa TFPGA (Miller, 1997) se aplicd un prueba exacta de
diferenciacion poblacional analizando la distribucion de los alelos en las distintas
localidades muestreadas y la hipdtesis nula que planteada (HO) corresponde a que “la
distribucion alélica es idéntica a través de las poblaciones”. Este test se realiza a partir de
una tabla de contingencia con una aproximacién de cadena Markov Monte Carlo y se
estima un valor global sin sesgo de P-value para determinar la existencia de diferencias
significativas sobre todos los loci, a través del test exacto de Fisher (Raymond y Rousset,
1995; Guo y Thompson, 1992).

Para corregir los valores de significancia (P-value) provenientes de las maultiples
comparaciones realizadas para cada loci RAPD vy para cada poblacién en estudio, se aplic
una correccién de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 2001). Esta técnica estadistica ajusta el nivel
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de significancia en relacion al nimero de pruebas estadisticas realizadas simultaneamente
sobre un conjunto de datos. El nuevo nivel de significancia ajustado para cada prueba se
calcula dividiendo el error global de tipo | predeterminado por el experimentador (o =
0.05) por el namero de pruebas realizadas.

En el caso del programa POPGENE (Yeh et al., 1999), este permite analizar la variabilidad
genética dentro y entre las poblaciones naturales para datos diploides de marcadores
dominantes. Con este programa se calcularon las frecuencias génicas, diversidad génica
(Nei, 1973), distancia (D) e identidad (1) genética de Nei (1972, 1978) para todos los pares
de combinaciones de poblaciones muestreadas, el estadistico Gsr para todos los loci, el cual
es un equivalente multialélico del indice de Fijacion Fst (Nei, 1973, Wright, 1951). Para
cada Ggr se realizo6 un test 2 de acuerdo con la formula y2 = Fsr 2n, con (s -1) (k -1)
grados de libertad, donde s denota el nimero de localidades y k el nimero de alelos
(Grijalva-Chon et al., 1996). Se estimé el flujo genico, o numero de migrantes por
generacion, entre poblaciones (Nm) a partir de Gsr bajo el supuesto de un modelo de
poblacion isla, donde se asume que todas las poblaciones analizadas tienen el mismo
tamafo efectivo poblacional, los individuos migran desde una poblacion a otra con la
misma tasa sin considerar las distancias geograficas entre las poblaciones (Slatkin y Barton,
1989). Junto con esto, para un andlisis visual de los resultados se construyd un
dendrograma a partir de la matriz de la distancia genética de Nei (1978) utilizando el
método de agrupamiento UPGMA (unweighted pair-group method using an arithmetic
average). Para probar la homogeneidad/heterogeneidad de las frecuencias génicas a traves
de las poblaciones se realizé una prueba de homogeneidad de G2 el cual esta basado en
tablas de contingencia (Sokal y Rolfh 2001).

Para evaluar la correlacion entre la matriz de distancia genética de Nei (1978) y la matriz de
distancia geografica lineal entre las localidades analizadas (calculada con el software
Google Earth) se utilizé la prueba de Mantel (Mantel, 1967).
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Marcadores COIl para Caracterizacion Molecular.

Se utilizaron 20 ejemplares de cada localidad para evaluar la amplificacion del gen, pero
paralelamente se hizo un analisis de rarefaccion para ir determinando el tamafio muestral
(n) durante el andlisis, dependiendo de la diversidad de COIl en esta especie. La
amplificacién del marcador COIl se llevo a cabo por medio de los partidores universales
(Folmer et al., 1994): LCO1490 (5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3") y
HCO2198 (5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’) (ver condiciones en
anexo ll.Lb y IV.b.

Electroforesis en gel de Agarosa.

Se evalud la amplificacion de COI por medio de electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1% en tampon TE 0.5X y se estimo la concentracion del producto de PCR de
COl, por medio de un marcador de masa de 1Mb (Invitrogen®). Luego los amplicones se
enviaron a la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) para su purificacion y posterior
secuenciacion.

Analisis de las secuencias del gen COI mitocondrial.

Las secuencias fuero alineadas con el programa Bioedit (Hall, 1999) adoptando el criterio
de homologia posicional de los nucledtidos, y posteriormente se corrigié en forma visual
las bases no reconocidas por el secuenciador. A partir del alineamiento se estimo los
parametros de diversidad de las secuencias analizadas para determinar la variabilidad
genética presente en las localidades en estudio. Estos fueron: Proporcion de sitios variables
(S), Namero de haplotipos (K), Diversidad de haplotipos (H), Diversidad nucleotidica ().
Para tal efecto se uso el software DnaSP v.5. Para determinar la presencia de estructuracion
poblacional se calculé el indice Fsyt por pares de localidades con el programa
computacional Arlequin version 3.0 (Excoffier et al., 2005). Para determinar diferencias
significativas se utiliz6 10.000 permutaciones. Posteriormente se evalud las relaciones entre
haplotipos con la aproximacion Median Joining (MJ) para identificar grupos de haplotipos
mas cercanamente emparentados mediante el programa NETWORK 4.1.09 (Bandelt et al.,
1999).
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RESULTADOS

Aislamiento de ADN.

Se aislo ADN gendmico de un total de 186 individuos. 60 individuos de Chome, y Zapallar
y 66 individuos de Guayacéan. La integridad y pureza de una alicuota de ADN gendmico de
R. typus se aprecia por el alto peso molecular sin muestras de degradacion o contaminacién
en el gel de agarosa (Fig. 3).

0000 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 100pb

T — ) G - - — — VD —— C— G S W — s —

Figura 3. ADN gendmico perteneciente a 18 individuos tomados al azar de R. typus en un
gel de agarosa al 1%..En los extremos se muestra el estandar de tamafio de 100 pb.

Seleccion RAPD-PCR
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para RAPD

De los 300 partidores probados, 95 resultaron PCR positivos, generando de uno a ocho
fragmentos claramente diferenciables, con un tamafio aproximado entre 400 y 2000 pares
de bases (pb).

Los cinco partidores utilizados generaron 34 loci polimérficos, amplificando entre seis y
ocho marcadores RAPD, cuyos fragmentos fueron enumerados en orden de movilidad
electroforética, por ejemplo, para el partidor UBC625 el fragmento 6 corresponde a 625-6
(ver ejemplo en Tabla 1).
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Perfiles Electroforéticos de los Marcadores RAPD Seleccionados

Figura 4. Perfil electroforético de RAPD — PCR con el partidor UBC625 en 18 muestras de
Rhynchocinetes typus, provenientes de la localidad de Chome, regién del Bio Bio.

Figura 5. Perfil electroforético de RAPD — PCR con el partidor UBC639 en 18 muestras de
Rhynchocinetes typus, provenientes de la localidad de Chome, region del Bio Bio.
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Figura 6. Perfil electroforético de RAPD — PCR con el partidor UBC660 en 18 muestras de

Rhynchocinetes typus, provenientes de la localidad de Chome, regién del Bio Bio.

Figura 7. Perfil electroforético de RAPD — PCR con el partidor UBC696 en 18 muestras de
Rhynchocinetes typus, provenientes de la localidad de Chome, region del Bio Bio.
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Figura 8. Perfil electroforético de RAPD — PCR con el partidor UBC785 en 18 muestras de
Rhynchocinetes typus, provenientes de la localidad de Chome, regién del Bio Bio.

Analisis Estadisticos de Marcadores RAPD
Descriptores Genéticos Poblacionales

De un total de 186 individuos analizados solo se genotiparon 170, ya que el resto no
presento buena resolucion, quedando incluidos en los analisis 55 individuos de Chome, 49
de Zapallar y 55 de Guayacan.

Los resultados de las frecuencias alélicas (Tabla 1) por loci y por localidad muestran que no
hay ningun alelo poblacion especifico. De los 34 loci RAPD — PCR analizados 20 dan
cuenta de las mayores diferencias en cuanto a frecuencias alélicas entre las poblaciones,
destacando entre ellos los siguientes loci: UBC625-1, UBC625-2, UBC625-3, UBC625-4,
UBC625-5, UBC625-6, UBC639-1, UBC639-2, UBC639-3, UBC639-4, UBC639-5,
UBC639-6, UBC660-3, UBC696-1, UBC696-4, UBC785-2, UBC785-3, UBC785-4,
UBC785-5 y UBC785-7 no observandose una relacion clara entre las localidades
analizadas.
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Tabla 1. Caracterizacion de los loci RAPD-PCR para cada localidad muestreada de R.
typus. Tamafo (pb), nimero de muestras analizadas (N) y frecuencias alélicas.

Chome Zapallar Guayacan

Primer Tamafio N Frec. N Frec N Frec
UBC625-1 2000pb 45 0.311 22 0.409 60 0.600
UBC625-2 1600pb 45 0.955 22 0.863 60 0.650
UBC625-3 1300pb 45 0.755 22 0.909 60 0.416
UBC625-4 1000pb 45 0.733 22 0.818 60 0.366
UBC625-5 800pb 45 0.822 22 0.909 60 0.600
UBC625-6 600pb 45 0.800 22 0.818 60 0.350
UBC639-1 1900ph 51 0.745 45 0.511 66 0.484
UBC639-2 1600pb 51 0.254 45 0.400 66 0.500
UBC639-3 1100pb 51 0.627 45 0.444 66 0.454
UBC639-4 900pb 51 0.529 45 0.466 66 0.803
UBC639-5 720pb 51 0.921 45 0.800 66 0.636
UBC639-6 550pb 51 0.960 45 0.933 66 0.696
UBC660-1 1900ph 55 0.509 49 0.632 64 0.578
UBC660-2 1400pb 55 0.527 49 0.632 64 0.531
UBC660-3 1100pb 55 0.672 49 0.530 64 0.718
UBC660-4 950pb 55 0.709 49 0.775 64 0.703
UBC660-5 800pb 55 0.527 49 0.571 64 0.656
UBC660-6 550pb 55 0.672 49 0.551 64 0.671
UBC660-7 420pb 55 0.927 49 0.857 64 0.828
UBC696-1 1900ph 55 0.363 48 0.541 66 0.727
UBC696-2 1700pb 55 0.600 48 0.583 66 0.500
UBC696-3 1380ph 55 0.654 48 0.645 66 0.636
UBC696-4 1000pb 55 0.818 48 0.562 66 0.454
UBC696-5 900pb 55 0.818 48 0.791 66 0.757
UBC696-6 800pb 55 0.654 48 0.666 66 0.560
UBC696-7 600pb 55 0.763 48 0.604 66 0.636
UBC696-8 500pb 55 0.854 48 0.812 66 0.878
UBC785-1 1250ph 52 0.596 42 0.619 56 0.482
UBC785-2 1000pb 52 0.846 42 0.571 56 0.535
UBC785-3 850pb 52 0.750 42 0.619 56 0.535
UBC785-4 680pb 52 0.903 42 0.738 56 0.750
UBC785-5 620pb 52 0.769 42 0.404 56 0.589
UBC785-6 550pb 52 0.692 42 0.714 56 0.535

UBC785-7 450pb 52 0.884 42 0.619 56 0.642
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Test de Homogeneidad Genética

Los resultados del test exacto de Fisher (Tabla 2) indican que de los 34 loci RAPD
analizados para la especie, 14 de ellos muestran diferencias significativas entre sus
frecuencias alélicas para las poblaciones en estudio. Después de la correccion de
Bonferroni del nivel de significancia en relacion al nimero de pruebas estadisticas
realizadas simultdneamente sobre el conjunto de datos, se redujo a o’= 0.008. Asi, el
namero de loci con valores significativos se redujo a once (Tabla 2). Para el analisis global
de los 34 loci, se observa heterogeneidad genética significativa entre las tres poblaciones
(P-value < 0.0000). Igualmente los valores de P-value se mantienen significativos para
estos al nivel de o’ al realizar el analisis por pares de poblaciones (Tabla 3).

Tabla 2. Test de Homogeneidad/heterogeneidad Genética entre las poblaciones analizadas
de R. typus Valores, G, y valores P asociados con su respectivo error estandar.

N POPGENE TFPGA
Banda Tamafio G? P-value P-value E.E.
UBC 625 -1 2000pb 5.39144 0.06749 0,0215* 0,0037
UBC 625 -2 1600pb 16.1595 0.00031** 0,0001** 0,0001
UBC 625 -3 1300pb 17.1661 0.00018** 0,0281* 0,0032
UBC 625 -4 1000pb 13.8976 0.00096** 0,0054** 0,0010
UBC 625 -5 800pb 8.93551 0.01147* 0,01067* 0,0067
UBC 625 -6 600pb 18.5918 0.00009** 0,0004** 0,0003
UBC 639 -1 1900pb 6.36116 0.04156* 0,0024** 0,0006
UBC 639 -2 1600pb 4,18444 0.12341 0,0114* 0,0026
UBC 639 -3 1100pb 2.79347 0.24740 0,0453* 0,0061
UBC 639 -4 900pb 11.5054 0.00317** 0,0170* 0,0024
UBC 639 -5 720pb 12.3983 0.00203** 0,0025** 0,0008
UBC 639 -6 550pb 18.4076 0.00010** 0,0048** 0,0015
UBC 660 -1 1900pb 1.03428 0.59622 0,3133 0,0098
UBC 660 -2 1400pb 0.97889 0.61296 0,6350 0,0094
UBC 660 -3 1100pb 2.89300 0.23539 0,7253 0,0055
UBC 660 -4 950pb 0.65631 0.72024 0,7199 0,0057
UBC 660 -5 800pb 1.38275 0.50088 0,3313 0,0117
UBC 660 -6 550pb 1.39828 0.49701 0,6042 0,0116
UBC 660 -7 420pb 2.90661 0.23379 0,1621 0,0053
UBC 696 -1 1900pb 10.439043 0.005410** 0,0025** 0,0012
UBC 696 -2 1700pb 0.876002 0.645325 0,4976 0,0139
UBC 696 -3 1380pb 0.029172 0.985520 1,0000 0,0000
UBC 696 -4 1000pb 12.912726 0.001570** 0,0000** 0,0000
UBC 696 -5 900pb 0.530745 0.766920 0,5520 0,0162
UBC 696 -6 800pb 1.104620 0.575619 0,6267 0,0095
UBC 696 -7 600pb 2.545997 0.279991 0,0818 0,0073

UBC 696 -8 500pb 0.844707 0.655502 1,0000 0,0000
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UBC 785 -1 1250pb 1.387907 0.499597 0,5887 0,0071
UBC 785 -2 1000pb 10.792708 0.004533** 0,0001** 0,0001
UBC 785 -3 850pb 3.764166 0.152273 0,0325* 0,0041
UBC 785 -4 680pb 5.363816 0.068432 0,0255* 0,0039
UBC 785 -5 620pb 8.671852 0.013090* 0,0040** 0,0015
UBC 785 -6 550pb 2.759988 0.251580 0,3697 0,0100
UBC 785 -7 450pb 9.807038 0.007420** 0,0014** 0,0009

Global 34 loci; G? = 289,1149
P-value = 0,0000

* P significativos con un de 0.05 ** P significativos después de la correccion de Bonferroni o de
0.008.

Tabla 3: Matriz de probabilidades combinadas para cada comparacion por pares.

Chome Zapallar Guayacan
Chome
Zapallar 0,0002
Guayacan 0.0000 0.0000

Asi los valores de P derivados de estos analisis revelan un grado de discontinuidad genética
entre las poblaciones sur - norte analizadas de Rhynchocinetes typus, resultante de las
diferencias significativas en las frecuencias alélicas de los once loci RAPD indicados.

Estructuracion Poblacional y Flujo Génico

Los resultados muestran valores de Gsr y Fst que indican que entre un 2 a 4,4% y 0,4 a
0,65% respectivamente de las diferencias genéticas observadas se deberian a la variacion
interpoblacional y el restante porcentaje de la varianza de las frecuencias alélicas se
explicaria por la varianza genética intrapoblacional (Tabla 4).

Los estimados del nimero de migrantes por generacion (Tabla 4) indican para todos los
pares de combinaciones poblacionales y en forma global, valores mayores que uno.
Tradicionalmente, valores de flujo génico superiores a uno pueden ser suficientes para
evitar la diferenciacion genética poblacional (Slatkin, 1985). Los méas bajos valores de flujo
génico se dan entre las areas de Chome y Guayacan (10,92) y los mas altos se dan entre las
localidades de Chome y Zapallar (24,47).

Los resultados de los estadisticos genéticos tradicionales (Gst, Nm), nos indican un alto
grado de homogeneidad entre las poblaciones de R. typus analizadas, aun cuando el analisis
de homogeneidad de frecuencias alélicas a través de ramdomnizacion (Fisher) revelan un
grado de estructuracion genética moderada.
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Tabla 4. Valores estimados de Gst, Fst (8) y Nm asociados a sus respectivas desviaciones
estandar para las distintas localidades y total.

Localidad N Gst Fst (9 Nm  Desviacion Estandar  P-value

Chome-Zapallar 94 0.0200 0.0402 24.47  0.0026 0.0024 >0,5
Chome-Guayacan 114 0.0437 0.0648 10.92 0.0011 0.0014 >0,5
Zapallar-Guayacéan 104 0.0325 0.0475 14.87  0.0010 0.0011 >0,5
Total 156 0.0425 0.0486 11.27  0.0011 0.0011 >0,.5

Nm=0.5 (1'GST)/GST
Fst = Theta segun Weir y Cockerman, 1984.
Boostrap = 1000

Identidad y Distancias Genéticas

Los resultados del analisis de identidad (1) y distancia genética (D) (Nei, 1972) revelan que
el mayor valor de | se presenta entre las localidades Chome-Zapallar con un valor de 0.967,
y consecuentemente aqui se observa el menor valor de distancia genética (D), para la
misma comparacion (Tabla 5).

El dendograma (Figura 9) muestra que las poblaciones analizadas estan divididas en dos
subgrupos distintivos: Chome—Zapallar y Guayacan. El analisis de los valores de bootstrap
con 1000 iteraciones, realizado como una medida de robustez de las divisiones
poblacionales observadas, indica que el par Zapallar-Chome estaria soportado por 16 loci,
es decir, una de las dos poblaciones, se puede asignar a este grupo con un 47,06% de
confianza. La separacion de este subgrupo con Guayacan estaria soportada por 34 loci, con
una robustez de asignacion del 100%.

El test de Mantel (Mantel, 1967), realizado para examinar la correlacion entre las distancias
genéticas y distancias geograficas de las poblaciones analizadas (Figura 10) revela que
existe una baja correlacion entre las respectivas matrices (r = 0,3212: P-value = 0,2855).
Esto significa que las diferencias genéticas observadas entre las poblaciones analizadas, no
estad asociada con la distancia geografica que separa estas localidades (Tabla 6).

Tabla 5. ldentidad (sobre diagonal) y distancia (bajo diagonal) Genética de Nei (1972)
entre las localidades muestreadas de R. typus.

Chome Zapallar Guayacan
Chome 0.9669 0.9262
Zapallar 0.0336 0.952

Guayacan 0.0766 0.0563
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Tabla 6. Matriz de distancia geografica* en kilometros lineales entre las localidades
muestreadas de R. typus.

Chome Zapallar Guayacan
Chome 0
Zapallar 780.273 0
Guayacan 1066.24 286.068 0

*Distancias extraidas desde Google Earth.

1,000 75,000 5,000 25,000 0,000
Chome
47,06 % 780 Km

Zapallar 1066 Km

100 %
286 Km

Guayacan

Figura 9. Dendograma (algoritmo UPGMA) construido a partir de las distancias genéticas
(Nei, 1972), entre las localidades analizadas. Al inicio de cada grupo se indica el porcentaje
de repetibilidad de las ramas.

|
0.06+ -
Mlatrix
2 0.04+
|
0.02+
0.00 f f |
n 500 1000 1500
Matrix 1

Figura 10. Representacion gréafica del test de Mantel comparando las matrices de distancia
genética de Nei (1972) (2) y geografica entre las tres localidades de R. typus analizadas. (1)
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Andlisis Estadisticos de Marcadores COI
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para COI

Con el resultado de aislamiento del ADN se asegur6 un templado de buena calidad para la
amplificacién de secuencias del gen COI de las distintas poblaciones. Se obtuvieron 60
secuencias de 618 pb. (20 de cada localidad). De estas se descartaron algunas cuyos
cromatogramas no presentaban total definicion, quedando 19 secuencias para la localidad
de Guayacéan, 18 para la localidad de Zapallar y 17 para la localidad de Chome.

MM 1 2 3 4

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de Producto de PCR del fragmento de
COl. Carril M: Marcador de masa, Carril 1 — 5: Producto PCR de R. typus

Alineamiento y Caracterizacion de las secuencias

Se obtuvo una matriz de 54 secuencias de una longitud de 618 pb (Figura 12). Tras la
revision de las secuencias en el alineamiento y la comparacién con los cromatogramas
pudieron ser removidos los gaps presentes en las secuencias de la matriz. La traduccion de
las secuencias alineadas generd aminoacidos validos para el codigo genético mitocondrial.
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Alineamiento de las secuencias utilizadas pertenecientes a las 3 localidades.

A RAAANEAL RN RANEAL RN AR AR AN AN AN AN AR AL RN AN AN AN LA AR AN
- 10 Z0 30 40 50 &0 70 80 50 100
240k |GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAAC TGO CAGCCAGGAAGLCTCCTAGGALACGAC CAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCA]D
250k |[GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGECCCAGCCAGGLAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCOTTTCA]
260h [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
270h [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
280h [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
A0ch [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTGGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
3lch [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGCCCATGCTTTCAL
38Cch [CEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCEGTTACTGCCCATGCTTTCAL
39Cch [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCEGTTACTGCCCATGCTTTCAL
40ch [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAD
50z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
04z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
06z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
0gz ACAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCEGTTACTGCCCATGCTTTCA]
10z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
13z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
152 GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
17z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
19z GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAL
232 GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAD
252 GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAD
262 GEAACCAGATTTAGAGT TATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTITCAD
272 GEAGCCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTEGOCCAGCCAGGALAGACTCCTAGGALACGACCAAATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCTTTCAT
a0z GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGGOCCAGCCAGGALGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGOCCATGCTTTCAT
a7z GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGGOCCAGCCAGGALGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGOCCATGCTTTCAT
29z GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGGOCCAGCCAGGALGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGOCCATGCTTTCAT
41z GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGGOCCAGCCAGGALGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGOCCATGCTTTCAT
463 GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEZAACTEECCCAGCCAGGELAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCTTTCA]
02ZHO |[GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGECCCAGCCAGGLAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCTTTCA]
O4Ho |[GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGECCCAGCCAGGLAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCOTTTCA]
O5HD |[GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTGECCCAGCCAGGLAGACTCCTAGGALACGACCAGATTTATAACACTATCGTTACTGOCCATGCETTTCA]
06HO |[GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
08HO [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
09H [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
13He |AGAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGEACTEAACTEGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGALAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
18He |ACAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL
21HC [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCEGTTACTGCCCATGCTTTCAL
0ZMe  [GEAACCAGATTTAGAGTTATTATCCGTACTGAACTGGCCCAGCCAGGAAGACTCCTAGGAAACGACCAGATTTATAACACTATCETTACTGCCCATGCTTTCAL

Figura 12. Porcion del alineamiento multiple de secuencias del gen COI. Los codigos de
las secuencias de R. typus corresponden a las siguientes localidades Ch=Chome, Z=
Zapallar y, MC y HC = Guayacan.

La frecuencia de bases fue similar entre todos los individuos de R. typus estudiados,
observandose similitud entre las localidades. Existe mayor cantidad de AT (=60%) con
respecto a GC (=40%) (Tabla 7).

Tabla 7. Caracterizacién y contenido de bases de las secuencias analizadas (valores
promedio para cada localidad)

N bases A C G T G+C A+T

Chome 17 618 158 146 111 203 41.59% 58.41%
Zapallar 18 618 158 147 109 204 41.42% 58.58%
Guayacan 19 618 157 147 110 204 41.59% 58.41%
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Andlisis de Diversidad Genética

Se encontraron 18 haplotipos para las 54 secuencias estudiadas, la diversidad genética fue
de 0,786, y el valor Pi de la diversidad nucleotidica fue de 0,003 (Tabla 8). Al observar la
distribucion, se encuentra que la mayoria de los haplotipos tiene distribucion restringida a
una localidad o zona estudiada. Sin embargo, los haplotipos més frecuentes que se localizan
en las 3 zonas estudiadas, tal es el caso del h2 (14 individuos) y h4 (21 individuos) (Tabla
9).

Todas las localidades presentan haplotipos caracteristicos. En general no hay un patron
latitudinal en el nimero de haplotipos, observandose que la localidad de Zapallar y
Guayacan son las localidades méas diversas con nueve haplotipos distintos, pero Zapallar
tiene el mayor nimero de haplotipos exclusivos (seis propios de esta localidad), Guayacéan
es la localidad menos diversa con solo seis haplotipos (tres propios de esta localidad).

Tabla 8. indices de Diversidad COI, diversidad genética (H), nimero promedio de
diferencias a pares (k), sitios polimorficos (s) y diversidad nucleotidica (z) de cada
localidad.

Secuencias N° Hap H K S 7
Chome 17 6 0,72059 2,058 12 0,00333
Zapallar 18 9 0,83660 2,071 11 0,00335
Guayacén 19 9 0,83626 1,894 8 0,00307
Total 54 18 0,78686 1,975 24 0,00320

Tabla 9. Haplotipos totales y distribucién de los haplotipos para Citocromo Oxidasa | en
las tres localidades muestreadas de R. typus.

Haplotipos
hi h2 h3 h4d h5 h6 h7 h8 h9 hi0 hil h12 h1l3 hl4 hil5 h16 hl7 hl8 Total
Chome 1 5 1 8 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 17
Zepallr 0 5 0 6 0 0 1 1 1 1 1 1 1 O O O O O 18
Guayacen 1 4 0 7 0 O O O 0 2 0 0 0 1 1 1 1 1 19
Total 2 14 1 221 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 54
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Estructuracion y Diferenciacion Poblacional

El estadistico Fsr fue utilizado para encontrar diferenciacion genética entre las poblaciones
(Tabla 10). Valores cercanos a uno indican una mayor diferenciacion entre las poblaciones
mientras que valores cercanos a 0 indican poblaciones mas homogéneas. Los valores
negativos mostrados en la Tabla 9 se consideran no distintos de cero

Tabla 10. Valores de Fst entre las tres poblaciones de R. typus muestreadas estimados
usando el gen COI.

Chome Zapallar Guayacan
Chome 0
Zapallar -0.02753 0
Guayacan -0.01702 -0.02928 0

Analisis de Distancia Genética, Test de Mantel y Red de Haplotipos

Las distancias genéticas estimadas (Tabla 11) entre las localidades estudiadas son similares
entre si y muy bajas, variando entre 0,00312 y 0,00334. La divergencia en promedio fue de
0,003%.

El test de Mantel (Mantel, 1967), en el caso de COI también revela que existe una baja
correlacién entre las distancia genética y geografica (r = 0,6660; P-value = 0.1771) aunque
superior a la arrojada por marcadores RAPD. Sin embargo, al igual que los RAPD este
nivel de asociacion no fue significativo.

Tabla 11. Distancias genéticas Nei (1972) para el marcador COIl entre las localidades
muestreadas.

Chome Zapallar Guayacan
Chome 0
Zapallar 0,00334 0
Guayacan 0,00323 0,00312 0

En el andlisis basado en construccion de red de haplotipos (Figura 13) usando la
aproximacién Median Joining, se observa claramente la presencia de dos haplotipos
dominantes (h2 y h5). Sin embargo, es clara la mayor frecuencia del haplotipo h2 en
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Guayacan. Se observa una forma de estrella, patron consistente con una probable expansion
poblacional geografica reciente (Avise, 2000).
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Figura 13. Red de Haplotipos de las secuencias analizadas en la tres localidades
muestreada para R. typus.

El analisis global de los resultados obtenidos con el gen COI permite inferir que las
localidades en estudio, no muestran diferencias genéticas entre si.
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DISCUSION

Diversidad Genética

La evaluacion de la diversidad genética es fundamental para la conservacion y la gestién de
los recursos genéticos acuaticos. La caracterizacion de la estructura genetica de las
poblaciones ayuda en la definicion de las unidades bioldgicas y en el concepto de
patrimonio genético. Estudios taxonémicos poblacionales de la especie en estudio, en el
pasado han sido principalmente basados en analisis de las caracteristicas morfoldgicas
externa por lo que puede no ser indicativo de divergencia genética subyacente. Este es el
primer estudio con marcadores moleculares desarrollado para caracterizar la diversidad
genética de este recurso, y servira de linea base para apoyar su cultivo al menos en la region
del Bio Bio.

Los marcadores RAPD han demostrado ser eficaces e informativos al momento de evaluar
la diversidad genética en muchos decdpodos, en comparacion con los marcadores
bioguimicos usados con anterioridad, los que han demostrado ser muy conservadores. Los
datos de RAPD muestran niveles de polimorfismo que son superiores a las aloenzimas.
Ejemplos en otros decapodos se presentan en Garcia et al. (1994), quienes reportaron una
amplia variabilidad genética en las poblaciones de Penaeus vannamei con marcadores
polimdrficos que oscilaron entre 39% a 77%. En otro estudio, el porcentaje de fragmentos
polimérficos dentro de una muestra geografica de Penaeus monodon varidé desde 46,7%
hasta 61,4%. Mishra et al. (2009), informd porcentajes que van entre el 22,3% a 40,9% loci
polimdrficos en tres poblaciones de M. dobsonii basadas en marcadores RAPD, en el caso
de R. typus el porcentaje de fragmentos polimoérficos fue de un 100% vislumbrando a priori
gran diversidad en la especie.

Para el caso de los marcadores RAPD, Liu et al. (1994) sugiere que seis 0 siete partidores
son suficientes para evaluar la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones de
especies altamente polimérficos. En el presente estudio, se utilizaron patrones de
fragmentos de cinco partidores, que fueron los que presentaron mayor resolucién en las tres
poblaciones de R. typus.

En el caso de los resultados arrojados con el marcador mitocondrial, comparando con los
resultados de estudios similares en otros artrépodos, nuestros resultados indican una
diversidad genética alta de ADNmt, dandonos como resultado un indice de diversidad
genética total fue de 0,786. En otros estudios se encontrd 8,2% de variacidn intraespecifica
en una secuencia de 376 pb del gen COIl en Grammarus pulex (Meyran et al., 1997) y 0-3%
se observé en un andlisis de la secuencia del gen COI 558 bp en 13 especies de Penaeus
(Baldwin et al., 1998).

Heterogeneidad Genética

Los resultados de Gsr, Fst Fst (8) Yy Nm, nos indican una baja estructuracion entre las
poblaciones analizadas, aun cuando el analisis de homogeneidad de frecuencias alélicas
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indica que un 41,17% (14 de 34) de los loci muestra heterogeneidad a través de las
generaciones.

Asi, aunque una significativa heterogeneidad alélica fue observada entre las poblaciones
analizadas, las estimaciones de flujo génico indican que una relativa frecuencia de
migracion ocurre, 0 ha ocurrido histéricamente entre las poblaciones bajo estudio. Todos
los valores de Nm estan sobre uno, sugiriendo que el flujo génico es suficiente para
equilibrar las frecuencias de alelos neutros en ausencia de divergencia historica. Sin
embargo, una heterogeneidad significativa entre poblaciones revela para los 34 loci
indicados en una escala de tiempo evolutiva, factores estocasticos (deriva y migracion),
podrian haber dado algun grado de diferenciacion poblacional.

El anélisis de la estructura genética poblacional brindé informacion importante con
respecto a la forma en que se encuentra distribuida la diversidad genética, a lo largo del
area que ocupa R. typus. Por otra parte, el analisis complementario de varios marcadores
con propiedades evolutivas diferentes permitid abordar de mejor forma el estudio de la
naturaleza de los patrones observados. Los haplotipos Unicos presentes en cada localidad
serian parte de la variabilidad genética intrinseca de las poblaciones. Este punto podria ser
corroborado ampliando el nimero de ejemplares analizados e incluyendo otros genes
mitocondriales y/o tipos de marcadores moleculares.

Diferenciacion Genética

Numerosos estudios indican que en muchas especies la diferenciacion genética ocurre
principalmente a traves de distancias geogréaficas grandes (por ejemplo en cangrejos,
McMillen-Jackson et al., 1994; Lavery et al., 1995; camarones o langostinos, Mattoccia et
al., 1987; Benzie et al., 1992; Staton y Felder, 1995 y langostas, Ovenden y Brasher, 1994;
Thompson et al., 1996; Harding et al., 1997), aunque existe diferenciacion en algunas
especies (por ejemplo, Siberman et al., 1994; Jorstad, 1999) y previsiblemente en los que
no poseen dispersion de las larvas esto no es lo usual (por ejemplo, Piertney y Carvalho,
1995). Los resultados presentados aqui para R. typus no son la excepcion, presentando muy
baja diferenciacion genética entre las poblaciones, tanto al estudiar marcadores nucleares
(0,02 < Gst < 0,044) como el gen mitocondrial de la citocromo Oxidasa | (Gst ~ 0). Esta
poca diferenciacion también se ve corroborada por las bajas distancia genéticas obtenidas
por ambos marcadores (Tablas 4 y 10), y la falta de correlacién significativa entre la
distancia genéticas y geograficas, evidenciadas por el test de mantel (RAPD r = 0.3212 y
COl r = 0.6660)

La mayoria de las especies al parecer muestran una baja diferenciacion en el ambito local
(Benzie et al., 1992; De Matthaeis et al., 1995; Lavery et al., 1995), pero en presencia de
barreras oceanograficas o de otro tipo a la dispersion de larvas, pueden interrumpir el flujo
de genes (Staton y Felder, 1995). Algunas de las especies de crustaceos que muestran flujo
génico a pesar de la distancia, son por ejemplo, especies encontradas entre varias islas del
Pacifico (Lavery et al., 1996), entre Australia y Nueva Zelanda (Booth et al., 1990) y entre
Grecia y Espafia (Mattoccia et al., 1987). En la ditribucion geogréafica de la localidades
estudiadas no hay descritas barreras biogeogréficas, y los niveles de flujo génico
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observados son muy superiores a uno (11 < Nm < 24,5) corroborando la ausencia de
barreras oceanograficas.

Los resultados basados en valores de Fsr y la aproximacion de red de haplotipos y
frecuencias haplotipicas por localidad, son consistentes al sefialar que ninguna de las
localidades analizadas constituiria un grupo genéticamente distinto.

Al realizar un andlisis comparativo entre localidades (Tabla 10) observamos la existencia
de valores negativos de Fsr, este resultado indicaria que no existe diferenciacion entre las
poblaciones y por lo tanto el 100% de las diferencia genéticas detectadas son dentro de las
poblaciones.

Para lo anteriormente expuesto, podemos decir que Wright (1965) afirmé que Fst es "la
razén de la variacion real de las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones con la
maxima variacion posible en un completo aislamiento de las subpoblaciones”. Nei (1977)
formuld Fst basado en esto y por ello resulta positivo. Pero Cockerham (1969) y Weir y
Cockerham (1984) observo que Fst puede ser negativo cuando hay mas variacion en las
frecuencias alélicas dentro de las subpoblaciones que entre las subpoblaciones. Esto
concuerda con Wright (1951) quien definié Fsr originalmente como la correlacion entre los
gametos al azar dentro de un subgrupo. Trabajos posteriores (Nei 1967; Weir y Cockerham
1984) mantienen este enfoque, por lo que a menudo se asume que las desviaciones de
apareamiento al azar causa Fst alejados de cero. En la préctica, Fst pueden tomar valores
grandes por una variedad de razones, por ejemplo: la accidén de la seleccion sobre los
heterocigotos, la seleccion de las subpoblaciones. Por otra parte, la resolucion inconsistente
de un marcador en diferentes muestras puede aumentar la heterogeneidad y por lo tanto
sobreestimar Fst. (Black, 1985). En definitiva, una amplia gama de efectos bioldgicos y
técnicos pueden generar positivos y negativos de Fsr,

En el caso de los estadisticos F de Wright calculado por el analisis ponderado del método
de varianza sobre todos los alelos (Weir y Cockerham, 1984) y utilizado como una medida
de la diferenciacion debido a la deriva génica y a la consanguinidad en poblaciones
pequefias, revela que existe una baja diferenciacion entre todas las poblaciones analizadas
de R.typus, y con un alto flujo génico promedio de 11.27 (Nm = 11.3), lo cual es suficiente
para que las frecuencias de alelos neutros no divergieran marcadamente entre las
poblaciones de R. typus (Slatkin, 1985; Crow y Kimura, 1970).

Como posible explicacion de los resultados, destacando la baja diferenciacion genética
poblacional entre las distintas localidades, podemos decir que los crustdceos decapodos
como R. typus presentan ciclos vitales complejos, que comprenden en general fases
larvarias planctonicas y fases postlarvarias bentonicas, lo que determina que su
distribucién espacial y dinamica de poblaciones se encuentre en estrecha relacion tanto con
procesos de dispersion larvaria, mediados por factores fisicos, como de seleccidon de habitat
ligados a los patrones de movimientos y migraciones en estadios postlarvarios (Corgos,
2004).
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SUGERENCIAS

Dado lo anterior, la colecta de reproductores de la especie o de especimenes para engorda
en el caso de que se quiera industrializar la pesqueria de esta especie, se debe hacer en
forma de no presionar alguna de las localidades mas que otra, para evitar la pérdida de la
conformacion actual de distribucién, y asi evitar un quiebre o barrera en la dispersion
larvaria, provocando una disminucion de la diversidad genética existente.

Este estudio es una primera aproximacion del conocimiento a nivel genético de esta especie
y su estructura poblacional. Sin embargo, dado que solo se han muestreado tres poblaciones
de la muy amplia distribucién de la especie (sur del Pert hasta Talcahuano) y sin tener
muestras de la distribucion mas al norte, se puede decir que los resultados aqui presentados
podrian llevar a la toma de decisiones incorrectas de manejo y conservacion de la especie.
Seria interesante poder completar la informacién incluyendo més localidades en el estudio,
andlisis de marcadores codominantes a nivel de ADN nuclear como microsatélites, que
presentan una alta variabilidad poblacional, ademas de incluir andlisis ecologicos y
biologicos de la especie. Adicionalmente, las secuencias COIl podran ser usadas para el
registro de la especie segun protocolos de Gen Bank y de Barcoding.
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CONCLUSIONES

Los indices de diferenciacion dan cuenta de la existencia de una sola gran poblacién
y por lo tanto, no estariamos en presencia de poblaciones de R. typus estructuradas
genéticamente. Permitiendo aceptar la hipdtesis.

La diversidad genética para ambos marcadores fue alta. Ademas hay evidencias de
una expansion poblacional geografica reciente.

Las distancias genéticas observadas entre las poblaciones analizadas no estan
asociadas con la distancia geografica que separa estas localidades.
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ANEXOS

Anexo I. Antecedentes adicionales de la especie

Estatus taxondémico de camardn de roca Extraido de Appeltans et al., 2011

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Subphylum: Crustacea

Clase: Malacostraca

Subclase: Eumalacostraca
Superorden: Eucaridea

Orden: Decapoda

Suborden: Pleocyemata
Infraorden: Caridea
Superfamilia: Nematocarcinoidea
Familia: Rhynchocinetidae
Género: Rhynchocinetes

Especie: Rhynchocinetes typus H.Milne Edwards, 1837b

Otras especies

Rhynchocinetes albatrossae Chace, 1997

Rhynchocinetes australis Hale, 1941

Rhynchocinetes balssi Gordon, 1936

Rhynchocinetes brucei Okuno, 1994b

Rhynchocinetes conspiciocellus Okuno & Takeda, 1992

Rhynchocinetes durbanensis Gordon, 1936

Rhynchocinetes enigma Okuno, 1997b

Rhynchocinetes holthuisi Okuno, 1997¢

Rhynchocinetes ikatere Yaldwyn, 1971

Rhynchocinetes kuiteri Tiefenbacher, 1983

Rhynchocinetes rathbunae Okuno, 1996b

Rhynchocinetes serratus (H.Milne Edwards, 1837 [in Milne Edwards, 1834-1840])
Rhynchocinetes uritai Kubo, 1942b

Rhynchocinetes hiatti Holthuis & Hayashi, 1967 accepted as Cinetorhynchus hiatti
(Holthuis & Hayashi, 1967)

Rhynchocinetes rigens Gordon, 1936 accepted as Cinetorhynchus rigens (Gordon, 1936)
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Anexo 11. Protocolo Extraccion de ADN (Modificado de Taggart et al., 1992).

Materiales requeridos.

1.

© oo Nk wd

e
= O

Solucién 1 (50 mM Tris HCI pH 8.0; 100 mM EDTA pH 8.0; 100 mM NaCl; 1%
SDS)

Proteinasa K 20 mg / ml

RNAsa (libre de DNAsa) 20 mg / ml
Fenol equilibrado pH 8.0
Cloroformo

Etanol 92%

Etanol 70%

Buffer TE (1/4 TE; % Agua PCR)
Tubos Eppendorff con tapa estériles

. Puntas de micropipetas estériles
. Incubador a55° Cy 37°C

Agregar a cada tubo Eppendorff 375 ul de la Soluciéon 1 y 10 ul de Proteinaza K

Agregar tejido a cada tubo (70 mg musculo), secar con papel absorbente el exceso
de Etanol en el tejido. Agitar vigorosamente e incubar durante la noche, con
movimiento, a una temperatura de 55° C.

Agregar 10 ul de RNAsa a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10 segundos e
incubar por 60 minutos a una temperatura de 37° C.

Agregar 400 ul de Fenol a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10 segundos y
luego agitarla por 20 minutos.

Agregar 400 pul de Cloroformo a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10
segundos y luego agitarla por 20 minutos.

Centrifugar los tubos a 10.000 rpm durante 5 minutos

Cuidadosamente remover 300 ul de la fase acuosa superior (usando una punta de
micropiteta de boca ancha) a un tubo Eppendorff nuevo.

Agregar 900 pl de Etanol 92%. Mezclar mediante vigorosa inversion de los tubos (6
veces). EI ADN debiera precipitar. Dejarlo reposar durante 3 minutos. Extraer el
Etanol.
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Anexo Il. Continuacion

9. Agregar 1000 pl de Etanol 70%. Agitarlo suavemente por 30 minutos

(preferiblemente durante la noche a temperatura ambiente). Cuidadosamente extraer
el Etanol.

10. Permitir que el ADN se seque parcialmente a temperatura ambiente (5 minutos),
Resuspender el pellet en agua de PCR. Permitir que el ADN se disuelva a
temperatura ambiente por dos dias. Luego congelar el ADN a —70° C.
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Anexo I11. Condiciones Finales de Amplificacion

Illa.- RAPD
Vol. Reaccion 10 x1
[ ] Inicial []Final Vol.
Agua 0,40
Partidor 1 uM 0,46 pM 4,60
dNTP 2,5mM 0,2 mM 0,80
MgCl 25mM 25 mM 1,00
Buffer 11 (X10) 1 X 1,00
Taq (5U /ul) 1 U 0,20
ADN 6ng/ul 12 ng 2,00
Total 10,00

[11 b.- Gen COI
Vol. Reaccion 10 x1
[ ] Inicial [ ] Final Vol.
Agua 0,36

Forward 10 uM 04 uM 0,40
Reverse 10 uM 04 uM 0,40

dNTP 2,5mM 02 mM 0,80
MgCl 25mM 2 mM 0,80
Buffer 11 (X10) 1 X 1,00
Taq (5U /pl) 04 U 0,24
ADN 6ng/ul 36 ng 6,00

Total 10,00




Anexo V. Ciclo de Amplificacién
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IV a.- RAPD

94 OC ----mmm e 3

42 OC —-mmmmm o 3’ 1 Ciclo
7 O ——— 3

94 OC --mmmrmmmmmmmmem e 307

42 OC -mmmmmmmm e 1 35 Ciclos
7 O —— 2’

94 OC ----mmmmm e 307

36 OC ----mmmmmmmmmmemm e I 1 Ciclo
7 O — 10°

IV b.- COI

94 °C e 2’

L 30 1Ciclo
72°C e v

94 °C e 20>

45°C e 30 34 Ciclos
72°C N v

94 OC —-mmmemmmmmmmee e 307

45 °C e — 30’ 1Ciclo
72°C e — 12’

Denaturacion Inicial

Denaturacion
Hibridacién

Extension

Extension Final

Denaturacion Inicial

Denaturacion
Hibridacién

Extension

Extensién Final




49

Anexo V. Matrices de Datos RAPD Para Software TFPGA (Miller, 1997)

Primera columna indica la poblacion (1 = Chome; 2 = Zapallar; 3 = Guayacén)

1,211111,0,0,00,00212211,111111,11111,21,22,11
1,211112122211211211111211111121121,1
1,211111.222111,14,1,1111,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,11
1,211122272.2122112,1111,111111,2111,1,21,2,2,1
1,0,0,00,00,221111122111,112121,2,21,2111,21,1
1,2111111,1,111,1,1,1,1,1,1,1,,1,2,1,1,1,2,1,1,2,1,1,1,1,11
1,211211122211121211,121121,2,211121,11,1
1,1,11111,1,1,1,21,1,1,1,1,1,1,2,,1,1,2,1,1,1,1,1,2,1,1,1,2,1,1
1,0,0,0000121211,21112,2,11,1,1,21,11,1,1,2,1,2,1,1,2
1,0,0,00,00,121211111212111212,211211211,1
1,21211111121112,1121,1,2,111,1,1,1,1,1,1,1,1,1,2,1
1,21121112,2211,2,2,211,1,1,2,12,1,1,1,1,1,2,1,1,1,2,2,1
1,1,1111,1111,1,1,1,11,1,1,,1,2,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,2,1,1,1
1,0,0,00,00,00,00,00,22,21,22,1,121212111111111
1,1,1,11121,1,1,1,1,1,4,2,2,2,1,2,1,1,1,1,2,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
1,21211.200000011,212212.221,1,11121,21111
1,0,0,00,0/0000000271,1121,11111212121111111
1,2111111112111,2,2,2,21,1,2,2,1,1,2,2,2,1,2,2,2,1,1,2,1
1,0,0,00,00,1,22111,11,2221,1,2,2.21,2,2,21,2,11,2,2,1,1
1,2211121111,11,1,1,21,1,2,1,2,2,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1
1,211112121111,22,1,121,1,2,1,1,1,1,1,2,2,2,1,1,1,1,2,1
1,0,0,00,00121,111,22,1,1221,2,2211,221,2111111
1,211111221111,1,1,1,1,1,21,2,1,1,1,1,1,1,1,2,221,1,1,1
1,111111,22,2,111,21,1,2,21,2,2,2,1,2,2,1,1,1,2,1,1,1,1,1,1
1,1,11111,21,1,1,1,,1,1,1,21,,1,1,1,1,1,,11,1,1,1,1,1,1
1,211111122211,22,1,11,21,2,2,2121211111111
1,2111111,22211112221,1,222.211,11212]1111,1
1,0,0,00,00,1,2222111,22121,2,2111,121,1,2,21,1,2,2
1,211111211211,22,1,221,12,12,11,1111111111
1,0,0,00,00,1,22221112121,211,1,1,1,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
1,111211,2121121,11,221,2,1,11,22,2,1,1,2,21,2,2,2,1
1,211111122211,21,21221,2,111,2,2,21,1,1,21,1,1,2
1,211111222111,21,1121,12,1111,1,1,2,1,1,1,1,1,2,1
1,211111121211,21,1121,12,1,111,1221111111
1,211111111211,21,21,21,1,2,1,2,1,1,1,2,2,1,1,2,1,2,2,1
1,0,0,00,00,121,111122212112121121211112,1
1,211111211111,21,1,1,1,1,1,1,2,2,1,2,1,2,2,0,0,0,0,0,0,0
1,111212111121,1,121,22,2,1,1,1,1,2,1,1,1,2,2,1,1,2,2,1
1,11122211,1,111,21,1,1,1,2,1,1,1,2,1,1,2,1,1,1,1,2,1,1,1,1
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1,1,11121,1,21,21,1,1,1,1,1,1,1,,1,1,2,1,1,2,1,1,1,1,2,1,1,1,1
1,11221112121112,111212,11111111111111
1,212121121211,22,1122,12,1111,2111111,12,1
1,21212112111112,1112122,111,2112111111
1,11221122,2111,22,1121,122,111,1112111,21,1
1,211211,221111,22,1,1,1,1,1,2,2,2,1,1,1,1,1,21,2,1,2,2,1
1,212111,221111,2,2,2,1,1,1,1,2,2,1,1,1,1,1,1,2,1,21,1,1,2
1,1,11111,4,2,1,1,1,1,4,2,1,2,1,1,1,2,2,1,1,1,2,1,1,2,1,1,1,1,2,2
1,21,22122721211.2.2,112112,2211111211111,1
1,1,111111,222,1,1,1,2,1,2,1,1,1,2,1,2,1,1,2,1,1,1,1,1,1,1,1,1
1,2122111272211,2,2,1121,122212,1111111111
1,211121122111,22,1121,12,12,11,1,1,11111,111
1,212221121111,22,111112111111111,1111,2
1,211111121211,211121,12,1111,2111111,111
1,1222211222111121111211111111111,121
1,211111121111,22,1,2,21,1,2,2,111,1,111111111
2,0000001121111111,22,11111121122,2,1,1,1,2
2,2111211221112111,22,1,2,21,12,1,111,2,2,121,1
2,2121112221112121111111,22,21122]1,12]1,1
2,0,00000,2211,22,22,21,21,1,1,11,1,2,1,22,2,1,2,1,2,1,2
2,211111111211,22,21,22,1,1,1,2,1,2,1,1,1,2,1,2,2,2,1,2
2,0,0,0000,21,211,2,2,221,21,1,22272,1,1,1,1,2,2,1,2,2,1,2
2,211111112211,1,11,2.21,1,1,1,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,1,1,1
2,2121121221112221°21,11111111122721111
2,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,2,2,2,2,2,1,1,1,2,2,2,1,1,2,1,2,2,2,1,2,2,1
2,000000122211111121,111221,111122121,1
2,211212121211221121,1121111211,22,121,1
2,211111111211,1,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,2,1,2
2,0,00000,222211,112121,121,2,2,.2,2,1,1,0,0,0,0,0,0,0
2,211111121211,222121,12,111111111,1121,2
2,1,11111111,21,1,1,1,21,1,1,2,1,1,2,2,1,2,1,2,1,1,1,1,2,1,2
2,2111111212111111,22,1,2,1,1,1,1,1,1,1,21,2,1,2,1,2
2,1212111111111122721,2,111,21,1,1,2,1,2,2,2,2,1,1
2,1,11111122211,22,21,1,21,22211,111221111,1
2,1,111121212111211,211221,21111111111,1
2,21111121121112221,2,222111111111112]1
2,12111111111211121,2,2,111,12,12211,1111,1
2,211112121111121111121,2,21211,112221,1
2,2111111222111111111211,21211211111,1
2,1,11211211221212211,211112122211111,1
2,1,11111221211,2211,22,1,2,1211111112111,1
2,0,00000,2221111111,127272.2272,11,2,1,1,0,0,0,0,0,0,0
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2,1,111112211111111,1,2,211,2,2,1,1,2,2,1,1,1,1,1,2,2
2,0,0,00000000002111111222111112111,12]1
2,0000002211111111,111111,12121,22,1,111,1
2,0000002121111111111111,112211,2,1,2,2,2,2
2,0,00000,2121211111111121,21,221,1,1,2,2,2,2,1
2,0,00000000000111111122121211,11,1,2,21,2
2,000000,22222112211,21,2,21,21,1,1,2,0,0,0,0,0,0,0
2,0000002111111111121211,2111111,121.2]1
2,00000012211112222.211,0,0,0,,00,00,0,1,2,2,2,2,1,1
2,0000001122111111111121,2,11,21,1,2,1,1,2]1,1
2,000000,1121112211,21,1211,21,2211,2,1,11,1,2
2,0000001212111111111121,1112111,1121,1
2,0,0,000000000011,1112112111,111,11,21,22,2
2,2211112122212121211111,1122111,2,121,1
2,0,0,0000,22222111211111111111111,1122]1
2,0,0,0000,22121112211212121111121,1121,1
2,0,00000,2222111,2211,2,1,1,21,2,1,2,2,2,0,0,0,0,0,0,0
2,0,0,0000,222211,1,2,221,2,11,1,221,1,2,2,2,0,0,0,0,0,0,0
2,000000112111111122121,1,1,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
2,0,0,0000,222211,21,221,2,1,2,2,2,2,2,1,2,1,0,0,0,0,0,0,0
2,0,0,0000,2221,21,21,221,2,1,2,2,2,2,2,1,2,1,1,2,1,2,1,2,2
2,0,000001,22121,21,221,2,1,12211,2211,2]1,12,2,2
2,1112212111,211111,22,1,11,1,1,1,2,2,1,1,2,1,2,1,2,2
3,000000,2121127222211,1111,2121122]1111,1
3,211111222112,211111121112,11122721,1111
3,1111121111,21,1,121,21,1,2,2,2,2,1,2,1,1,2,2,1,1,1,2,2
3,2,2,212122212272222721,1111,7272,21121]1111,1
3,2122211111112111,21,1,112,21,211,2,2,1,1,1,2,1
3,1,222112121211122721,1,12112,1,11,22,2,11,2,1
3,212222221211222221122111111211111,1
3,211111221211121111,111111,11121,1,111,1
3,212212122211,2222211221111112211111
3,1,112211,22111,22,22721,1,2,221,1,2,1,1,21,2,2,2,1,2
3,1,11212112221,1111,11,1,111,21,2,1,1,2,2,2,2,2,2,2
3,111112,21,1,1,1,2,0,0,00,000,1,22,1,1,1,2,1,1,2,2,2,1,1,1
3,1122122122272111111111121212211211,1
3,2122111112111111,1,1,1,1,1,1,2,2,2,1,2,1,2,2,2,1,2,1
3,1,111,22,2121112,111,12,112112,111111111]1
3,0000001221111111,21,1,2272,1,1,1,2,1,0,0,0,0,0,0,0
3,22,2212111111121112,11211122121,1,1,1,2,2
3,212222222111121111112272.2,2,1,111,1,11,1,2
3,1,211221111112211,1,2,1,1,22,2,1,1,21,2,2,2,121,1
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3,1,12111,1,1,1,1,1,1,22,1,1,2,1,1,2,1,1,1,1,2,1,1,1,1,1,1,22,1
3,1,111112121,1,22,111,21,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,21,1
3,212211222112221111121211211111121,1
3,1,121221112112112,2,1,2111,1,1,121,2,2,2,1,1,2,2
3,0,0,0000,2221112111,11,21,22,2,1,1,1,1,2,2,2,2,2,1,2
3,1,2,22122221121,22111,21,21,21,1,1,2,2,2,2,1,2,2,2
3,21221222>212112,11111121,21,1,1,2,0,0,0,0,0,0,0
3,1,12122,21,21,21,2,2,1,2,1,2,2,1,1,2,1,1,1,2,1,2,2,1,2,2,1,2
3,1,1222212211111121,2,1,11,1,2,2,1,1,1,2,2,2,1,2,2,2
3,1,122121111,22,2,111,1,1,1,1,21,1,1,2,21,2,2,2,1,1,2,1
3,1,112121,111,22,2,1,1,2,1,1,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1,1,1,1,2,1,2
3,1,122121121111111,111111,21,221,1,1,2,2,2,1,1
3,1,112112112111221111111,2121211,1111,1
3,1,122222111,2,2,2,111,11,11,21,1,2,2,2,1,1,1,2,1,1,2,2
3,1,11212212111211111112211,12111,21121
3,1,122112221112111,2,2,11,1,2,1,2,1,1,1,1,1,2,1,2,1,2
3,1122122211,22,2,1,2211,1,121,21,2,2,1,2,2,1,1,2,2,1
3, 1121111111,1,2,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,21,2,2,1,2,2,2,1,2,1,1
3,1,21111,22211,2,2,211,1,2,2,2,221,1,2,111,2]1,1272]1
3,1211121211,11,1,2,21,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
3,1,21111,2221,221,1,2221,111,1,2,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
3,1,1111111,21,1,1,1,1,22,2,1,2,1,2,2,2,1,1,1,1,1,1,2,2,1,1,2
3,1,2211221,222111,2221,1121,.21,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
3,000000,2221211,111,2212211121111,211.2]1
3,22,2221112121221211,11111111122]1,2.2.2,1
3,2122122211111211,2,2,1,111,2,2,2,1,1,1,1,2,2,1,1,2
3,1111211111,11,1,211,1,2,1,1,2,2,2,2,1,1,1,2,1,2,1,2,2,1
3,1,12221122112,2211111211,22,1,1,11,2,1,12,1,2
3,221112122111,22,21,22,1,1,22,1,1,1,21,1,1,1,1,1,2,2
3,1,1221211,21,2,1,0,0,00,00,0,221,1,2,1,21,21,1,1,2,2,1
3,22122272221211111121122721,111121111,1
3,211122,212121121111121121,222111111,1
3,2212221112211111111111,21,1,1111,1,121,2
3,22,2212112111121111122121,12112]1121,1
3,112222221112111111211111221111211,1
3,22121212212112111211,22721,21,1,12211,2,1
3,1,122221111,211,211,1,21,2221,1,221,2,2,2,1,1,2,2
3,0000001221121121,21,1111,21,111,21,2,1,1,2,2
3,21222222122111227272,1,111,21,111,21,22,1,2,1
3,22,22211121111211,121,221,22,1,2212111.2]1
3,2212221211112111,1,2,21,1,2,2,2,2,2,1,2,1,2,1,12,1
3,000000121111121112111211211111221,1
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3,121112221112,1,1,1,1,1,1,1,1,1,2,2,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
3,1122,21,22122111272.2.2.2.1,11,2,1,1,1,1,0,0,0,0,0,0,0
3,222112221111121111,2,2,2,1,1,1,1,2,1,0,0,0,0,0,0,0
3,1212222212,21211,.2.272.1,2,1,2,2,2,1,2,2,0,0,0,0,0,0,0
3,222212111112121,21,2,1,1,2,1,1,1,2,2,1,0,0,0,0,0,0,0
0, 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

Anexo V1. Matriz de Datos Utilizada en Software GenePop

(Cada columna representa un lucus - 34 en total)
Chome

011111 .......... 0100111 11111111 1101001
011110 100011 0110111 11011111 1011011
011111 0001111117171 12222111 1111111
011100 0001001011111 11111011 1101001
........... 001111 1001111 10101001 0111011
011111 1111111111111 10111011 0111111
011011 100011 1010111 01101001 1101111
111111111011 1111101 11011111 0111011
........... 101011 0111001 11101111 1010110
............ 101011 1110101 11010011 0110111
010111 111011 1011011 01111111 1111101
011011 100011 0001111 01011111 0111001
1111111171111 1111111 01111110 1110111
........................ 0001001 10101011 1111111
111110111111 1000101 11101111 ..............
010110 ............ 1101001 00011111 0101111
........................ 0111111 11101010 1111111
011111 111011 1000011 00110001 0001101
............ 100111 1100011 00010001 0110011
001110111111 1101101 00111111 1111111
011110 101111 0011011 01111100 0111101
............ 101111 0011001 00011001 0111111
011111 0011111111101 01111111 0001111
111111 000111 0110010 00100111 0111111
111111101111 1111011 11111111 1111111
011111 100011 0011101 00010101 1111111
011111 100011 1100011 00001110 1011111
............ 100001 1100101 00111101 1001100
011111 011011 0010011 01011111 1111111
............ 100001 1101010 11111111 ............
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111011 010110 1110010 11100011 0010001
011111 100011 0101001 01110001 1101110
011111 0001110111011 01111110 1111101
011111 1010110111011 01111100 1111111
011111111011 0101011 01011100 1101001
............ 101111 1000101 10101101 0111101
011111 0111110111111 10010100 ............
111010 111101 1101000 11110111 0011001
111000 111111 0111101 11011011 1101111
111101 1010111111111 11011011 1101111
110011 101011 1011101 01111111 1111111
010101 101011 0011001 01111011 1111101
010101 1011111011101 00111011 0111111
110011 000111 0011011 00111111 0111011
011011001111 0011111 00011111 0101001
010111 001111 0001111 00111111 0101110
111111 101111 1010111 00111011 0111100
010010 001011 0011011 00011111 0111111
111111 100011 1010111 01011011 1111111
010011 100011 0011011 00010111 1111111
011101 100111 0011011 01011111 1111111
010001 101111 0011111 01111111 1111110
011111 101011 0111011 01111011 1111111
100001 100011 1101111 01111111 1111101
011111 101111 0010011 00111111 1111111

Zapallar

............ 110111 1111001 11111011 0001110
011101 100111 0111001 00110111 1001011
010111 000111 0101111 11100011 0011011
............ 001100 0001011 11110100 0101010
011111 111011 0001001 11010111 0100010
............ 010110 0001011 00001111 0010010
011111 110011 1110011 111211111 0111111
010110 100111 0001011 11111111 0001111
........................ 0000011 10001101 0001001
............ 100011 1111011 11001111 1001011
011010 101011 0011011 10111101 1001011
011111 1110111111111 01111111 0111010
............ 000011 1101011 01000011 ..............
011111 101011 0001011 01111111 1111010
111111111011 1101110 11001010 1111010
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011111 1010111111001 01111111 0101010
101011 111111 1100010 11101110 1000011
111111 100011 0001101 00011111 0011111
111110101011 1011011 00101111 1111111
011111 0110111000100 00111111 1111101
101111 1111101110100 11110100 1111111
011110 1011111011111 01001011 1100011
011111 1000111111111 01101011 0111111
111011 011001 0100110 11110100 0111111
111111 001011 0011001 01011111 1101111
............ 000111 1111100 00001011 ............

111111 001111 1111100 11001100 1111100
........................ 0111111 00011111 0111101
............ 0011111111111 11110101 0011111
............ 0101111111111 11111001 1010000
............ 010101 1111111 10101001 1100001
........................ 1111111 00101011 1110010
............ 000001 1001101 00101110 .............
............ 0111111111101 01101111 1110101
............ 100111 1000001 ................ 1000011
............ 110011 1111111 10101101 1011011
............ 110111 0011011 01101001 1011110
............ 101011 1111111 10111101 1111011
........................ 1111101 10111111 1101000
001111 010001 0101011 11111001 1101011
............ 000001 1101111 11111171171 1111001
............ 001011 1001101 01011111 0111011
............ 000011 1001101 10101000 ...............
............ 000011 1000101 10011000 ...............
............ 110111 1111001 01111111 ...............
............ 000011 0100101 00000101 ...............
............ 000101 0100101 00000101 1010100
............ 100101 0100101 10011001 1011000
111001 011101 1111001 11111001 1010100

Guayacan

............ 010110 0000111 11101011 0011111
011111 0001100111111 01110111 0001111
111110111101 1101011 00001011 0011100
000101 000100 0000011 11100011 0111111
010001 1111110111011 11001011 0011101
100011 010101 1100011 10110111 0001101
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010000 001011 0000011 00111111 0111111
011111 0010111011111 1212121111 0111111
010010 100011 0000011 00111111 0011111
111001 100111 0000011 00011011 0100010
111010 110001 1111111 11101011 OO00000
111110 011110 .............. 10011101 1000111
110010 010000 1111111 11101010 0110111
010011 1110111111111 11100010 1000101
111100 010111 0111101 10110111 1111111
............ 100111 1111011 00011101 ..............
000010 1111111011101 10111001 0111100
010000 0001111011111 10000011 1111110
101100 111111 0011101 10001101 0001011
110111 111111 0011011 01111011 1111001
111111 0101100111011 11111221 1111011
010011 000110 0011111 01011011 1111011
110100 111011 0110010 11111101 0001100
........... 000111 0111110 10001111 0000010
100010 000110 1001110 10101110 0001000
010010 000101 1011111 10101110 ..............
110100 010101 0010100 11011101 0010010
110000 100111 1110101 11100111 0001000
110010 111100 0111111 10111001 0001101
111010 111100 0110110 10011001 1111010
110010 110111 1111111 11101001 1100011
111011 011011 1001111 11101010 1111111
110000 011100 0111111 10110001 1101100
111010 010111 0111111 10011101 1101101
110011 000111 0111001 11010111 1101010
110010 001100 0100111 10101001 0011001
110111 1111101111111 11101001 0001011
101111 000110 0011100 00011011 1011001
101110101111 1001111 11101111 ..............
101111 000100 1100011 11101111 ..............
111111 110111 1100010 10001111 1100110
100110 010001 1100011 10101111 ..............
........... 000101 1111001 00111011 1101101
000001 110101 0010111 111211111 0010001
010010 001111 1011001 11100011 1100110
111101 111111 1011101 10000111 0101001
110001 100110 0011111 01100111 1011010
001110 100111 0001001 10011101 1111100
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110010 110101 ........... 00110101 0111001
001000 000101 1111101 10001111 1011111
011100 010101 1011111 01101000 1111111
001000 111001 1111111 11101111 1111010
000010 1101111011111 00101101 1011011
110000 0011101111110 11111001 1110111
001010 100101 1011101 10001011 1001101
110000 111101 1011101 00011001 0001100
.......... 100110 110101 1 11101111 0101100
010000 001001 1100001 11101111 0100101
000001 110111 1011101 00100100 1011101
001000 101111 0111100 11000001 0101101
........... 101111 1011101 11011011 1110011
101110 0011101111111 11001111 ............

110001 001001 1100000 11101111 ............

000110 0011111011110 00111101 ............

101000 001001 0110001 01000100 ............

000010 111110 1010101 10111001 ............



