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“ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA EN Mytilus chilensis EN
DISTINTOS CENTROS DE CAPTACION DE SEMILLAS Y BANCOS NATURALES,
Y EN UNA POBLACION DE Mytilus galloprovincialis UTILIZANDO MARCADORES

MICROSATELITES”

RESUMEN

El mejillon chileno o “chorito” Mytilus chilensis (Hupe, 1854) es una especie de importancia
comercial que se distribuye desde Arauco (37° 14" 44.8" S; 73° 18 59.99"" W) a Punta
Arenas (53 °09° 16.12°" S; 70° 54" 59.31"" W). A pesar de que es uno de los recursos mas
prometedores en acuicultura, la informacidn sobre su diversidad genética y estructura de los
stocks disponibles es limitada. La diversidad genética en este estudio fue estimada usando
cinco loci microsatélites en cuatro localidades de la region de Los Lagos y una localidad en
la region de Magallanes y la Antértica Chilena, junto con una muestra comercial de
referencia de Muytilus galloprovincialis obtenida en Galicia, Espafia. Previamente fue
identificado género y especie de las muestras analizadas, mediante los marcadores
MusRFLP y Me 15-16 RFLP respectivamente. Se obtuvo en la identificacion de especie,
junto a individuos Mytilus chilensis, posibles individuos hibridos de Mytilus chilensis x
Mytilus trossulus y Mytilus chilensis x Mytilus galloprovincialis, lo que podria demostrar la
presencia de més de un taxén en las costas del pais. En relacion con la estructura
poblacional el Andlisis factorial de correspondencia (AFC) muestra la localidad Galicia
(GA) separada del resto de las localidades, corroborando que estas muestras pertenecen a
una poblacion que tiene un acervo genético distinto a las localidades Chilenas. El valor de
Fst global fue de 0,075 (7,5% de variacion inter poblacional) indicando la baja
diferenciacion genética que hay en la zona bajo estudio en el Sur de Chile, pero
significativamente distinta de cero sugiriendo que existe una estructura genética detectable.



“ESTIMATES OF GENETIC DIVERSITY IN DIFFERENT Mytilus chilensis SEED
COLLECTION CENTERS AND NATURAL BANKS, AND A POPULATION OF
Mytilus galloprovincialis USING MICROSATELLITE MARKERS”

SUMMARY

The Chilean blue mussel or “chorito” Mytilus chilensis (Hupe, 1854) is a comercial importance
specie that is distributed from Arauco (37° 14" 44.8"" S; 73° 18" 59.99"" W) to Punta Arenas
(53°09" 16.12"" S; 70° 54" 59.31"" W). Although it is one of the most promising resources for
aquaculture the information about their genetic diversity and population structure of stocks is
limited. Genetic diversity in this study was estimated using five microsatellite loci in four
locations in the region of Los Lagos and one locality in the region of Magallanes y Antartica
chilena along with a commercial reference sample of Mytilus galloprovinciallis obtained from
Galicia, Spain. It was previously identified genus and species of the samples analyzed by the
MusRFLP and ME 15 — ME 16 RFLP markers, respectively. In the identification of species
along with individuals Mytilus chilensis, we detected possible hybrid individuals of Mytilus
chilensis x Mytilus trossulus and Mytilus chilensis x Mytilus galloprovincialis, which is a strong
evidence of the presence of more than one taxon on the Chilean coast. For population structure
the Correspondency Factorial Analysis (CFA) shows the location Galicia (GA) separately from
other Chilean locations, confirming that these samples belong to a population with a very
different gene pool from Chilean locations. The overall Fst value was 0.075 (7.5% of inter
population variation) indicating low genetic differentiation is in the area under study in
southern Chile, but significantly different from zero suggesting a detectable genetic structure.



INTRODUCCION

Mytilus chilensis, el mejillon chileno, cuyo nombre comin es “chorito”, “daye” o
“quilmahue”, es el molusco que ha experimentado la més fuerte explotacion e incremento
en su cultivo en el pais, llegando Chile a ser el cuarto productor mundial de mejillones
después de China, Tailandia y Espafia. La demanda global por Mytilus chilensis es
creciente, la produccion de algunos paises lideres se acerca a su maxima capacidad y Chile
aun tiene espacio para crecer. Se estima que esta industria podria alcanzar el segundo
puesto en produccion a nivel mundial (Toledo, 2008). Segun Gonzélez (2005) el
crecimiento promedio hasta el afio 2010 seria de un 30%, lo que se traducia en
exportaciones por mas de US$ 100 millones. Exportaciones que el afio 2010 llegaron
efectivamente a los US$106.819 millones con 47.734 toneladas exportadas y con una
variacion positiva del 13,2% (SUBPESCA, 2010). El altimo informe sectorial de
SUBPESCA de diciembre de 2014 registra un nivel total cosechado de moluscos de
231.400 toneladas, esto es un 7,4% menor para la misma fecha de 2013. De esta cifra,
224.600 toneladas corresponden a las cosechas de “chorito chileno”, cifra 7,5% menor a la
registrada en noviembre de 2013. El 100% de las cosechas fueron realizadas en la region de
los Lagos. Las exportaciones valoradas en dolares de “chorito chileno” a octubre 2013-
2014 se incrementaron en un 3,5%. De modo que Mytilus chilensis, segun los niveles de
produccion actuales y proyectados se esta perfilando como un recurso de gran impacto
econdémico, es por esto que se requieren urgentemente, mayores estudios en impacto
ambiental, comportamiento y deriva larvaria, asi como la seleccion de familias con
caracteristicas apropiadas incorporando la mejora genética para surtir la demanda de los
mercados nacional e internacional (Uriarte, 2008).

Debido a su intensa explotacion, esta especie presenta veda temporal, siendo su talla
minima de captura de 5 cm de longitud, segin D.S. N° 47 del 14 de Marzo de 1984
(SUBPESCA, 2012). Esta medida tiene como consecuencia el aumento del valor comercial,
constituyendo un estimulo para aumentar la produccion de choritos, mediante su cultivo.
Otra razon que incentiva el cultivo de esta especie es su rapido crecimiento en sistemas
suspendidos, alcanzando los 5 cm de longitud entre los 15 a 18 meses de edad, comparados
con los 4 a 5 afios que necesita para alcanzar dicho tamafio en bancos naturales (Clasing et
al., 1998). Aunque la recoleccion de juveniles en las poblaciones naturales es y seguira
siendo importante, los stocks naturales se estan recolectando en, o cerca de los niveles
maximos sostenibles, por lo que cualquier incremento productivo importante tendria que
venir de la acuicultura. De hecho, la meta de muchas actividades de cultivo de bivalvos es
restaurar las poblaciones naturales a los niveles anteriores a la sobreexplotacion (Helm,
2006).

El género Mytilus es considerado un complejo formado por varias especies, que son
capaces de formar zonas de hibridacion (Inoue et al., 1997, Hilbish et al., 2002, Bierne et
al., 2003, Toro et al., 2004a). En el Hemisferio Norte se definieron tres taxa, Mytilus edulis,



Mytilus galloprovincialis y Mytilus trossulus (Hilbish et al., 2000, Gerard et al., 2008,
Westfall y Gardner, 2010), pero en el Hemisferio Sur su clasificacion taxonémica ain no es
clara (Gerard et al., 2008, Westfall y Gardner, 2010). ElI género Mytilus corresponde a
moluscos marinos sésiles (conocidos como mejillones), morfolégicamente tienen dos
valvas alargadas, con el extremo anterior mas aguzado, al interior de ambas valvas, se
encuentra el cuerpo que es blando y esta cubierto por el manto que corresponde a un tejido
secretado por las conchas y envuelve los érganos internos (Pacheco y Olave, 2000). En M.
chilensis el borde dorsal es anguloso y el borde ventral es casi recto, externamente las
valvas tienen estrias concéntricas de crecimiento y estan recubiertas de un periostraco, liso,
pardo negruzco a violaceo (Osorio, 2002; Plaza et al., 2005). Interiormente la charnela
tiene 3 a 4 dientecillos sublinguales. Su interior es blanco con el borde nacarado azul
plateado (Osorio, 2002). Actualmente hay consenso de que la distribucion geogréfica de
Mytilus chilensis en el pais es desde Arauco (37° 14" 44.8"" S; 73° 18 59.99" W) a Punta
Arenas (53°09° 16.12°" S; 70° 54" 59.31"" W). El “chorito” se encuentra formando densos
bancos; desde el punto de vista batimétrico se sitGa habitando zonas rocosas intermareales
hasta los 25 metros de profundidad (Osorio, 2002). Presenta gran resistencia a cambios de
temperatura, oxigeno y salinidad, las poblaciones naturales del Sur de Chile en el
intermareal pueden verse expuestas a temperaturas atmosféricas sobre 30°C en verano y
bajo 0°C en invierno (Clasing et al., 1998). Se alimentan filtrando plancton y detritus
(Clasing et al., 1998; Osorio, 2002). Sus depredadores son el “loco”, “caracol rubio”,
“estrellas de mar”, ‘“jaibas”, “centollas”, “pato quetru” (Tachyeres pteneres y T.
patachonicus) y el hombre, ademéas de algunos roedores silvestres (Abrothrix olivaceus y
Oligoryzomys longicaudatus) y muridos (Rattus rattus y R. norvegicus) (Martinez et al.,
1986).

El chorito es una especie de sexos separados, en que el macho tiene génadas color
amarillento y la hembra color anaranjado, con fecundacién externa (Clasing et al., 1998;
Osorio, 2002; Zagal y Hermosilla, 2008). Los mejillones son diploides de 2n = 28
cromosomas (Ahmed y Sparks, 1970; Marquez, 2006; Figueras, 2007). Poseen dos
genomas mitocondriales, uno encontrado en todos los individuos y transmitidos por las
hembras (tipo F) y otro encontrado s6lo en machos (tipo M) y transmitido a la descendencia
masculina, este es un mecanismo de herencia doble uniparental (Zouros et al., 1994,
Saavedra et al., 1996; Saavedra et al., 1997; Zouros, 2000; Ladoukakis y Zouros, 2001). En
las areas en las que dos especies de Mytilus co-habitan se intercruzan produciendo una zona
hibrida, estos individuos hibridos pueden ser morfoldgica, fisiolégica o conductualmente
intermedios entre los taxa parentales (Inoue et al., 1997, Toro, 1998, Hilbish et al., 2002,
Bierne et al., 2003, Toro et al., 2004a, Santaclara et al., 2006, Kijewski et al., 2009). En
cuanto al ciclo de vida (Figura 1), si las condiciones del medio son favorables para el
desarrollo del chorito, los adultos maduran sexualmente en primavera - verano (Clasing et
al., 1998, Osorio, 2002), ocurriendo luego la liberacion de gametos al medio acuético, cuya
fecundacidn origina gran nimero de larvas que pasan por una serie de procesos en los que
se suceden diferentes formas larvales de vida planctonica, y finalmente se fijaran a un
sustrato duro (Clasing et al., 1998). El periodo entre la fecundacion y la fijacién de la larva



varia de 3 a 6 semanas. La captacion de semillas se realiza principalmente en otofio
(Osorio, 2002).

T Multiplicacion

Celular FASE PLANCTONICA

FASE BENTONICA

Liberav%

Gametos

Juveniles

Figura 1: Ciclo de vida de los mitilidos con detalle de la fase planténica (modificado de
Clasing et al., 1998).

La clasificacidn taxondémica de los representantes del género Mytilus tradicionalmente se ha
basado en caracteres morfologicos de las conchas, los que suelen ser variables, dada la
influencia del ambiente en que se desarrollan los individuos (nivel de las mareas, tipo de
sustrato, densidad de mejillones, salinidad, edad, etc.). Carcamo et al. (2005) y Krapivka et
al. (2007), sefialan que este método de clasificacion no es simple, es extremadamente
variable, debido a la plasticidad fenotipica dentro de una misma especie y al efecto de la
distancia geogréafica sobre la morfologia. Asi mismo, Santaclara et al. (2006), afiaden que la
clasificacion dentro de este género es compleja, por las semejanzas morfoldgicas, sobre-
posiciones zoogeograficas y evidencias de hibridos naturales entre las poblaciones



silvestres de diferentes especies. Con esta problematica, se torna relevante la identificacion
a través de otros métodos adicionales a las caracteristicas morfologicas, como son las
técnicas moleculares, que permiten cuantificar las diferencias genéticas entre especies a
nivel del DNA.

Tarifefio et al. (2005) mencionan que segun la literatura taxondmica clésica la Gnica especie
del género Mytilus en Chile era el Mytilus chilensis. Toro (1998), usando marcadores
moleculares y caracteristicas morfologicas entre cuatro tipos de Mytilus (M. edulis, M.
trossulus, M. galloprovincialis y M. chilensis), propone que Mytilus chilensis podria ser
incluido en el grupo de Mytilus edulis, asi mismo Borsa et al. (2012), utilizando alonzimas
indica también que Mytilus chilensis deberia ser incluido como subespecie y nombrado
Mytilus edulis platensis. Utilizando la amplificacion al azar de fragmentos polimdrficos de
ADN o RAPD, Rego et al. (2002) analizaron cuatro especies de mejillones, Mytilus edulis,
Mytilus chilensis, Mytilus galloprovincialis, y Perna canaliculus; y lograron diferenciar
genéticamente a Mytilus galloprovincialis del resto de los mejillones, luego Toro et al.
(2005) caracterizan genéticamente a Mytilus chilensis, mostrando evidencia de la presencia
de M. galloprovincialis en la costa del sur de Chile lo que fue corroborado por Tarifefio et
al. (2005; 2012). Por otra parte, Carcamo et al. (2005) utilizando alozimas analizan los
mejillones de la costa del Pacifico sur de América, los resultados mostraron que las
muestras del sur de América genéticamente son mas cercanas a Mytilus galloprovincialis
europeo que a Mytilus edulis, aungue éstos poseen frecuencias alélicas particulares y
caracteristicas. Hilbish et al. (2000) indican la presencia de alelos propios de Mytilus edulis
y Mytilus galloprovincialis en los Mytilus de las costas de Chile. Gérard et al. (2008)
demuestran la existencia en Chile de Mytilus genéticamente mas cercanos a Mytilus
galloprovincialis y otros de caracter endémico. En la actualidad sigue siendo utilizada la
clasificacion de Mytilus chilensis para el rotulado de alimentos a nivel comercial.

Toro et al. (2006, 2004b), sefialan que en Chile son escasos los estudios genéticos en
poblaciones de Mytilus chilensis, ya sean naturales o de cultivo y pocas son las
publicaciones que tratan de esta especie, a pesar de que dentro del grupo de los moluscos,
Mytilus chilensis, es la especie de mayor importancia comercial. Toro et al. (2004c)
estudiaron la estructura genética de Mytilus chilensis a lo largo de 1900 km de costa chilena
con marcadores moleculares RAPD analizando ocho poblaciones naturales desde Arauco a
Punta Arenas, los resultados mostraron que hay poca diferenciacion entre estas
poblaciones. En un estudio similar por Toro et al. (2006) realizado con alozimas concluy6
que estas poblaciones actuarian como una Unica gran poblacion de cruzamiento al azar,
con la excepcién de la poblacion de Punta Arenas que muestra un mayor grado de
diferenciacion genética (Toro et al. 2004c; 2006).

Martinez-Lage et al. (2005) mencionan la importancia de los estudios sobre genética de
poblaciones en especies acuicolas, dado que los recursos genéticos se encuentran en las
poblaciones naturales. Parte importante, de estos estudios es también conocer la diversidad
genética, que se refiere a la variacion en el material genético de una poblacion o especie.
Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero (1989, citados por Rivera y Grijalva, 2006) indican que



una poblacion de baja diversidad genética, con relacion a otra de la misma especie tendra
una capacidad inferior para hacer frente a cambios en el ambiente. Esta diversidad se puede
medir sobre la base del nimero de heterocigotos que presenta un locus en la poblacion
(Heterocigocidad), el numero de alelos en los loci o el nimero de loci con més de un alelo
(Polimorfismo). Sobre la base a valores del estadigrafo Fst se puede medir el grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones, esto respecto a la distribucién de las
frecuencias alélicas entre todas las poblaciones que pueden haber sido muestreadas
(Holsinger y Weir, 2009).

La diversidad genética de los recursos marinos tiene un valor intrinseco para la
conservacion y gestion (Diz y Presa, 2009). Es también de utilidad para determinar los
rasgos en los que se debe enfatizar en futuros programas de mejora genética, asi como para
conocer parte de la base genética de la que se dispone para la seleccion de parentales para
dichos programas (Miranda et al., 2006). Para ayudar a la mantencion de la diversidad
genética dentro y entre las poblaciones y para contribuir a establecer prioridades de
conservacion es necesario hacer revision de las distintos marcadores moleculares usados en
M. chilensis (Toro et al., 2009).

En Mytilus chilensis la estructura genética se ha estudiado utilizando distintos marcadores
moleculares como alozimas, marcadores de mtDNA, marcadores de DNA nuclear y dentro
de estos ultimos el RAPD (Carcamo et al., 2005, Toro, 1998, Toro et al., 2006, Toro et al.,
2004c). Los marcadores moleculares corresponden a cualquier fenotipo molecular,
originado por un gen (Diaz, 2005), utilizados como herramientas para el analisis directo o
indirecto del ADN que se han desarrollado en las Gltimas décadas (Astorga, 2008). En
acuicultura los marcadores moleculares han permitido resolver diversas problematicas
como conocer la diversidad genética, parentesco y paternidad, identificacion de especies o
cepas, seleccion asistida por marcadores, entre las principales aplicaciones (Liu y Cordes,
2004, Astorga, 2008). En las ultimas décadas se han desarrollado marcadores moleculares
para describir polimorfismos genéticos en mejillones (Presa et.al., 2002), como alozimas
(L6pez, 2005, Carcamo et al., 2005), marcadores RAPD (Toro et al., 2004c) secuencias de
ADN nuclear y mitocondrial, y microsatélites (Presa et al., 2002, Gardestrom et al., 2008,
Larrain et al., 2014). Estos Gltimos se caracterizan por ser altamente polimorficos, lo que
permite analizar fendmenos intraespecificos asociados con la subestructuracion genética
natural y cambios antropogénicos (Presa et al., 2002), por ejemplo, los microsatélites han
probado ser informativos para la deteccidn de sub poblaciones en especies de peces (Liu y
Cordes, 2004).

Los marcadores microsatélites, conocidos también como “simple sequence repeats” o
“simple tandem repeats” (SSR o STR, respectivamente), son secuencias de ADN cuyo
tamano fluctda entre 1 a 6 nucleotidos de longitud y que estan repetidas una tras otra, en
“tandem”, siendo mas comun los motivos repetidos di, tri o tetranucleotidos. Estan
presentes en cualquier parte del genoma, codificante o no codificante, aunque son mas
frecuentes en las regiones no codificante (Tautz, 1993, Jarne y Lagoda, 1996, Thét et al.,
2000, Ellegren, 2004, Araneda, 2005). El patron de herencia de los marcadores



microsatélites es codominante (se distinguen los homocigotos de los heterocigotos). En
general presentan una gran cantidad de alelos por locus, dado que las secuencias repetidas
en “tandem” tienen tasas de mutacion de dos a tres 6rdenes de magnitud mayores que las
secuencias unicas (Ellegren, 2004).

En el género Mytilus a la fecha existen 27 microsatelites descritos en bases de secuencias
publicas como Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), 21 de los cuales son en
Mytilus galloprovincialis y los 6 restantes en Mytilus trossulus (Presa et al., 2002, Cruz et
al., 2005, Gardestrom et al., 2008). Para Mytilus chilensis Ouagajjou et al., 2011 han
descrito 9 microsatélites. Sin embargo, en estos casos se pueden utilizar partidores
desarrollados para especies cercanas, como las mencionadas anteriormente (Araneda,
2005).

Hipétesis de trabajo
1. Las muestras de Mytilus chilensis obtenidas de distintos centros de captacion de
semillas y un banco natural presentan altos niveles de diversidad genética.
2. Existen diferencias genéticas entre las poblaciones de Mytilus chilensis y una
poblacién de Mytilus galloprovincialis de Galicia, Espafa.

Objetivos General y Especificos

Objetivo General

Estimar la diversidad genética, en cuatro centros de captacion y un banco natural de Mytilus
chilensis y una muestra comercial Mytilus galloprovincialis proveniente de Galicia, Espafia.

Objetivos Especificos

1. Identificar la especie en las muestras de mitilidos obtenida de las distintas
localidades del Sur de Chile, e identificar la especie en las muestras envasadas de
mitilidos de Galicia (Espafia) utilizando marcadores RFLP-PCR en los genes del
rDNA 18S y de la proteina adhesiva polifendlica.

2. Estimar las frecuencias alélicas y genotipicas para cinco loci microsatélites en las
muestras de Mytilus chilensis y Mytilus galloprovincialis.

3. Estimar la diversidad genética de Mytilus chilensis y Mytilus galloprovincialis por
medio de:



Heterocigocidad promedio por locus, observada (Ho) y esperada (He).
Porcentaje de loci polimorficos (P).

indice de informacion polimérfica (PIC).

NUmero de alelos por locus (A).

4. Estimar la estructura poblacional entre los centros de captacion, bancos naturales de
semillas de M. chilensis y poblacién de M. galloprovincialis usando distancia (D)
genetica de Reynolds (1983), la varianza estandarizada de las frecuencias alélicas
(FsT) y analisis factorial de correspondencia.



MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

El estudio se realizd en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia en Acuicultura,
dependiente del Departamento de Produccion Animal, Facultad de Ciencias Agronomicas,
Universidad de Chile ubicada en Avenida Santa Rosa 11315, La Pintana, Santiago, Chile.

Materiales

En el presente estudio se utilizaron ejemplares de Mytilus chilensis obtenidos de cinco
localidades, de las cuales cuatro corresponden a centros de captacion de semilla 'y una es un
banco natural, zona pesquera FAO 87 (Cuadro 1). Se extrajeron cien muestras individuales
de “mitilidos” en cada localidad, de las que se usaron 50 muestras de Mytilus chilensis
previamente identificadas con métodos moleculares para asegurase que correspondiesen a
la especie. El tejido colectado fue el borde del manto, sumergido en tubo tipo eppendorf de
1,5 ml con etanol 95% y almacenado a -20°C.

Cuadro 1. Ubicacion localidades de muestreo.

Lugar Fecha recoleccion Latitud Sur Longitud Oeste
Isla Peel (Banco natural) 16.02.2009 50°49'43,66"  74°07'03,70"
Piedra Azul 24.06.2009 41° 32'55, 35"  72° 46'14, 35"
Pichicolo 24.06.2009 42°2'23,76" 72°35' 27,17
Canutillar 11 24.06.2009 41°31'13,9" 72°20' 15,69"
Canal Coldita - Piedra Blanca 25.06.2009 43°14'48,82"  73°41'42,77"

Adicionalmente se usaron 50 muestras individuales de tejido de Mytilus galloprovincialis,
de ejemplares envasados, provenientes de Galicia, Espafia, zona pesquera FAO 27, con
fecha 20.06.2008.



Metodologia

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo desde muestras de musculo del borde del manto, siguiendo el método de
fenol-cloroformo de acuerdo al protocolo de Taggart et al. (1992), agregando una etapa de
precipitacion con solucion saturada de NaCl y centrifugacion con el fin de eliminar
mucopolisacaridos (Rego et al., 2002), excluyendo la agitacion con vortex para no dafar la
integridad del ADN extraido (Larrain et al., 2012) (Apéndice 1).

Evaluacién de la calidad de ADN

La integridad del ADN extraido fue evaluada con electroforesis en gel de agarosa al 0,7% y
tincién con bromuro de etidio, en transiluminador UV Fotodyne modelo 3-3002. Su
concentracion y pureza se midio con espectrofotometro NanoDrop modelo ND-1000 en el
Laboratorio de Ecologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
Las concentraciones de ADN se ajustaron por dilucién a 20 ng-pl™.

Identificacién de género y especie

Fue realizada en dos etapas, identificacion de género segin Santaclara et al. (2006), e
identificacion de especie segun Inoue et al. (1995) (Figura 2). En la primera, se realiz6 una
RFLP-PCR de un fragmento del rDNA 18S (gen de la sub unidad pequefia nuclear del
DNA  ribosomal), utilizando los partidores MusRFLP  (Forward 5°—3’
CGAGGCCCCGTAATTGGAATGA Reverse 5°—3’
TCAGTCAAGAGCACCAAGGGOQ), smtetlzados por Biosonda S.A. Biotecnologia.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo, para las dos etapas, en un volumen final de 25
pl, en un termociclador TECHNE modelo TC-412. En el Cuadro 2 se muestran la mezcla
de reactivos para ambas etapas y las condiciones de amplificacion para la etapa 1.
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Figura 2. Esquema de las etapas para la identificacion de género y especie. Adaptado de Santaclara et al. (2006).
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Cuadro 2. Volumen y concentracion finales de mezcla de reaccion para RFLP-PCR Mus
RFLP y RFLP-PCR Me 15-16 (lzqg.) y perfil térmico utilizado en la amplificacion del
fragmento del gen rDNA 18S (Der.).

RFLP-PCR Mus y Me15-16 Programa PCR-RFLP Mus RFLP
Reactivos Vol  Concentracion Etapa To Tiempo
a °C  Seg
¢3rl:1?)én KCLr 125_'520205 I inicializacion 95 180
MgCl> 2000 2 mM Denaturacion 94 30
dNTPs 0.125 50 UM Alineamiento cebador 61 30
Primer Forward 2.000 1uM Elongacion de cadena 72 30
Primer Reverse 2.000 1uM Ir al paso 2 (29 veces) - -
Taq Polimerasa 0.150 1 U/ul_1 Elongacién final 72 180
ADN 1000 20 ngpl Conservacion 15 o

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1,8% con bromuro de
etidio, en transiluminador UV Fotodyne modelo 3-3002 para verificar que todas las
muestras amplificaran. Luego se continud con la digestion de los productos de PCR con la
enzima BsaHI (New England BioLabs Inc.) que permite identificar el género Mytilus de los
géneros Aulacomya y Choromytilus, segun el tamafio de los fragmentos obtenidos (Cuadro
3), para esto se agregaron 5 ul de la solucién que contiene a la enzima a 15 ul del producto
de PCR. Esta mezcla se dejo durante toda la noche a 37 °C. Los fragmentos de estas
digestiones se revisaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2,5% durante 45 a
60 minutos a 80 volts, tefiidos con bromuro de etidio, y fueron visualizados en
transiluminador de luz ultravioleta. Las imagenes se registraron con camara digital Nikon
modelo Coolpix 990.

Una vez identificadas las muestras individuales pertenecientes al género Mytilus se realizo
la segunda fase, para esta se hizo nuevamente RFLP-PCR, esta vez en el gen de la proteina
adhesiva polifenolica, con los partidores Me 15 (5°—>3
CCAGTATACAAACCTGTGAAGA) y Me 16 (5-3
TGTTGTCTTAATAGGTTTGTAAGA) sintetizados por Biosearch Technologies, Inc. La
mezcla de reactivos se muestra en el Cuadro 2 y las condiciones de amplificacion se
observan en el Cuadro 4.

Los productos de PCR se almacenaron a 5°C y se procedidé con la misma metodologia
utilizada para los productos de la RFLP-PCR Mus para determinar el patrén de
amplificacion de cada individuo. La identificacion de amplicones de 126 pb fue seguida por
la digestion de éstos con la enzima Aci | (Fermentas®), cuyo corte permite distinguir entre
las especies Mytilus chilensis y Mytilus galloprovincialis (Cuadro 5). En esta etapa se
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mezclaron 6 pl de la solucion que contiene a la enzima y 14 ul de producto de PCR. La
solucion resultante se dej0 durante toda la noche a 37°C. Los resultados de estas
digestiones se revisaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2,5%, tefiidos con
bromuro de etidio durante 45 a 60 minutos. Visualizados en transiluminador de luz
ultravioleta Fotodyne modelo 3-3002. Se registraron las imagenes con camara digital Nikon
modelo Coolpix 990.

Cuadro 3. Tamafio de fragmentos de restriccion para identificacion de género de las
muestras de mitilidos usadas en este estudio.

Fragmento con PCR Mus Fragmento con BsaH|
Género pb pb
Mytilus 237 169y 68
Choromitylus 237 237
Aulacomya 237 237

Cuadro 4. Perfil térmico utilizado para la amplificacién del fragmento del gen de la
proteina adhesiva polifendlica (PCR Me 15-16).

Programa PCR Me 15-16

Etapa Temperatura Tiempo
°C Seg
Inicializacion 95 180
Denaturacion 94 30
Alineamiento/Unidn del cebador 56 30
Extensién/Elongacion de cadena 72 60
Ir al paso 2 (29 veces) - -
Elongacion final 72 120

Conservacion 15 o0
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Cuadro 5. Tamafio de fragmentos de restriccién para identificacion de especie de las
muestras de mitilidos usadas en este estudio.

Fragmento con PCR Mel5-16 Fragmento con Aci |

Especie pb pb
Mytilus chilensis 126 126
Mytilus galloprovinciallis 126 69y 57
Mytilus edulis 180
Mytilus trossulus 168

En el proceso de identificacion de género no se encontraron muestras individuales distintas
a Mytilus, en tanto, en la identificacion de la especie se encontraron 3 muestras individuales
con patrones RFLP distintos a los descritos para Mytilus chilensis, las que fueron
reemplazadas por otras tres que si tenian el patron de RFLP descrito para la especie.

Marcadores microsatélites

Se buscaron secuencias microsatélites en bases de datos publicas y otras fuentes
bibliograficas. De estas se seleccionaron 23 secuencias para disefiar partidores especificos
y probar su amplificacion en muestras de individuos Mytilus chilensis y Mytilus
galloprovincialis. Utilizando estos resultados se seleccionaron para el estudio cinco
microsatélites (Cuadro 6) que presentaran buena amplificacion, esto basado en su facil
obtencion y en la identificacion de amplificaciones nitidas en geles de agarosa al 0,7%.
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Cuadro 6. Secuencia de los partidores, motivo repetido, rango de tamafio de alelos y
namero de Accesion de Genebank para los cinco microsatélites utilizados.

Moti . . , No.
Locus Ot'.\(ljo Secuencias partidores(5"—3') Rango A 0
repetido tamafio (pb) AAccesion
(TG)n - F: ATCAGAATGGCAAAGAAAAA
(AT R: ACTATGATGGCTGAGAGGATA
F: AAACTAAAAACTTCATCTAATCCC
Mgu3 (TG)n _ AF445372
141 - 159
R: AAGCAATCCAAAGTGAGAGG
MT F: GTTTTCCGAATGGCGAGATA
R: ACAACCAGTTCAATAGCGACA
MT F: TGCCACATTGTTTTCAAGGA
R: TTCACGACAGCGACTATGAAA
(AT)n - F: CCACTCAAACGGTAGGAGGTTTCA
(AG)N  R: GGGCGGTTTAGCTGATGTTGGTA

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 15 y 20 pl, en un
termociclador TECHNE modelo TC-412. Los reactivos y protocolos de amplificacién se
muestran a continuacion (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Reactivos y temperatura de union usados en la reaccion de PCR para los cuatro
loci microsatélites.

Loci
Concentracion Reactivo Unidad Mgul Mgu3 Mgul7 MT 203 MT 282
10X Tampon de PCR X 1 1 1 1 1
50mM MgCl mM 1,5 2,0 2,0 2,0 1,5
10mM dNTP uM 100 100 100 100 100

10pM Partidor “Forward”  pM 0,65 020 0,30 0,30 0,30

10uM Partidor “Reverse” UM 0,65 0,20 0,30 0,30 0,30

5U-pl? Taq U 05 025 0,35 0,25 0,30
20ng-pl*t ADN ng 40 30 30 30 30
Temperatura de union partidor °C 54 59 60 59 58

Tiempo unién partidor Seg 40 30 30 20 20

Las condiciones térmicas de amplificacion se programaron con una denaturacion inicial a
95°C por 5 min., seguida de 35 ciclos de amplificacion, cada uno consistente en
denaturacion a 95°C por 1 min., unién del partidor a temperatura de union especifica
(Cuadro 7) y extension a 72°C por 50 segundos. Concluidos los 35 ciclos se programé una
extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se almacenaron a 5°C, para luego, verificar su amplificacion en
geles de agarosa al 0,7% tefiidos con bromuro de etidio. Las imagenes se registraron con
camara Nikon modelo Coolpix 990.

Tamarno de los fragmentos amplificados y genotipado

Para determinar el tamafio de los fragmentos amplificados de microsatélites se realizd
electroforesis, en una camara vertical de 30 cm de ancho por 40 cm de alto, con geles de
poliacrilamida al 6% p/v, segun el protocolo de preparacion de poliacrilamidas (Anexo I) y
fueron tefiidos con un kit de tincion con plata para acidos nucléicos BM-0860 (Winkler
Ltda.), segun especificacion del fabricante (Anexo I1).
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Terminado el proceso de tincién, se colocé el gel sobre una mica y se
cubrié con papel plastico transparente, para dejar un registro fotografico digital del patron
de bandas de cada individuo. Posteriormente, las fotografias de los geles fueron analizadas
con los programas Adobe Photoshop® CS5 Extended versiéon 12.0 y Microsoft Excel 2007.
En este procedimiento se midio la distancia que migraron cada uno de los fragmentos del
marcador de tamafio o “ladder” y los alelos visualizados de cada SSR. A partir de la
distancia obtenida del “ladder” se obtuvo la curva de distancia relativa de migracion para
cada fragmento en el gel (eje X) en relacién al logaritmo del nimero de pares de bases (eje
Y), y se construyo la ecuacion en la que se ingresoé la distancia de migracién de los alelos,
determinando su tamafio. Finalmente, para la visualizacion de las fotografias, se usaron
estandares de tamafios de 10 pb (para los SSR Mgu 1 y Mgu 3), 25 pb (MT 203) y 50 pb
(MT 282 y Mg 17), y muestras con alelos de tamafio conocido para identificar con certeza
el tamafo de los alelos de todas las muestras evaluadas. A partir de este registro y proceso
para cada microsatélite se establecid el genotipo para 250 individuos de Mytilus chilensis y
50 individuos de Mytilus galloprovincialis (Apéndices 2 y 3).

Para identificar errores de genotipado (descarte de alelos grandes, tartamudeo, alelos nulos,
conteo de alelos), se utilizo el programa Micro-Checker®, que usa simulacién de Monte
Carlo para generar las frecuencias esperadas de alelos homocigotos y heterocigotos, de
acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg (Van Oosterhout et al., 2004).

Andlisis Estadistico

Desequilibrio de ligamiento

Fue evaluado entre pares de loci para todas las poblaciones y dentro de cada poblacion con
el programa GENEPOP 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995; Rousset 2008), sequido de la
correccion secuencial de Bonferroni para comparaciones multiples (Rice, 1989).

Estimacion de las frecuencias genotipicas y alélicas

Se estimaron por recuento simple, utilizando el programa “The excel microsatellite toolkit
V. 3.1.17 (Park, 2001). Con el software Genepop V. 4.0 se analiz6 la condicion de
equilibrio de Hardy-Weinberg para los loci analizados.

Estimacion de la diversidad genética y parentesco

De acuerdo a los genotipos obtenidos, usando el programa “The excel microsatellite toolkit
v. 3.1.1” (Park, 2001) se estimaron: heterocigosidad observada promedio por locus (Ho) y
heterocigosidad esperada (He) segun la ley de Hardy-Weinberg, nimero de alelos por locus
(A), y contenido de informacion polimarfica (PIC).
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La heterocigosidad promedio por locus observada (Ho) Es el nimero de individuos
heterocigotos en la poblacion en relacion al total de individuos de esta.

La heterocigosidad promedio por locus esperada (He) Se calcula conociendo las
frecuencias alélicas para el locus en la poblacion y asumiendo que las frecuencias
genotipicas se corresponden con la expansion del cuadrado del binomio, trinomio, etc., de
estas frecuencias alélicas, cuando el locus presenta dos, tres 0 més alelos, respectivamente.
Esto es representado por la siguiente férmula:

f(AiAj)=i¢%:12pi Pj

Donde pi y pj son las frecuencias de los alelos Ai y Aj respectivamente.
El nimero de alelos por locus (A) Es el conteo de los alelos visualizados en cada locus.

El contenido de informacion polimdrfica (PIC) Se calcul6 segun la siguiente formula:

PIcC =1-> fi’
i=1

Donde fj es la frecuencia del i-ésimo alelo e i el niUmero de alelos.

El equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) También conocido como equilibrio panmixtico,
es un modelo tedrico para genética de poblaciones basado en las siguientes hipétesis:

1. La poblacion es panmixtica (todos los genotipos tienen la misma probabilidad de
aparearse Yy el apareamiento es al azar, condicion de panmixia).

2. La poblacion es suficientemente grande (para minimizar la consanguinidad y deriva
genética).

3. La poblaciéon no estd sometida a migracion, mutacién o seleccion (no hay pérdida ni
ganancia de alelos).

Bajo estas circunstancias las poblaciones mendelianas mantienen en equilibrio las
frecuencias alélicas de sus loci y éstas junto con las frecuencias genotipicas se mantienen
constantes de generacion en generacion (Kalmes y Huret, 2001). El equilibrio de H-W fue
puesto a prueba con una prueba de chi-cuadrado utilizando el programa GENEPOP 4.0.10
aplicando la correccion secuencial de Bonferroni para maltiples test (Rice, 1989).

Ademas, se calcularon los indices de fijacion de Wright (1943, 1949, 1965, 1968) Fis y Fsr,
gue miden la desviacion de las condiciones de equilibrio de Hardy Weinberg en cada
poblacion (Fis), y el grado de diferenciacion interpoblacional para cada uno de los loci
analizados (Fst). La estimacion del Fis se realizd segin Weir y Cockerham (1984) para
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cada locus dentro de cada localidad a través del método exacto de Fisher usando la
simulacion de Monte Carlo con el programa GENEPOP 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995,
Rousset, 2008), mientras que para el Fst global y entre pares de localidades se uso el
programa Genetix 4.05 (Belkhir et al., 1996). Las férmulas de célculo son:

_HS_H70 _ T_WS
|:IS H, |:ST H,

Donde, Hr es la heterocigosidad esperada promedio de toda la poblacion de acuerdo a la
ley de Hardy-Weinberg, y Hs es la heterocigosidad esperada promedio de cada
subpoblacion. El valor de Fst fluctia entre 0 y 1, 0 indica que las frecuencias alélicas son
iguales en todas las poblaciones, es decir, no ha habido diferenciacion. Cuando el valor
alcanza el maximo teorico posible de 1 la poblacion esta fija en alelos diferentes. Fst
no puede ser negativo, ya que siempre  Hr > Hs, mientras que Fis y Fir
pueden ser negativos cuando Ho es inusualmente alto.

Parentesco genético

Con el programa IDENTIX (Belkhir et al., 2002) se estimo el parentesco genético mediante
el indice ryy para cada par de individuos a partir de los genotipos multilocus segun Queller
y Goodnight (1989). Posteriormente usado el ambiente de analisis matematico R se
compar0 el promedio de los valores rxy, dentro de cada localidad y entre pares de
localidades por medio de una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Esto permitid
evaluar la posibilidad de que el déficit de heterocigotos se deba a una mayor
consanguinidad.

Estructura poblacional

Mediante Genetix 4.05 (Belkhir et al., 1996) se realizd el analisis factorial de
correspondencia, obteniendo un grafico 3D ddonde se visualizo la similitud de los genotipos
multilocus entre las localidades.

Diferenciacién genética

Para su evaluacion se estimo el indice Fst global y entre pares de localidades (Weir y
Cockerham, 1984), permitiendo deducir influencias de procesos demograficos en la
estructura poblacional (Meirmans y Hedrick, 2011) y estimar el nivel de flujo genético
entre localidades (Wright, 1969), basado en la siguiente férmula:

1
FST "~ 4Nm+1
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También se calculd la similitud genética entre las localidades a través de la distancia
genética de Reynolds (1983), ésta se ha descrito como mas exacta para eventos recientes de
divergencia estudiados usando microsatélites (Lenstra et al., 2012), ya que no considera la
mutacion y depende del flujo genético. Esta es basada en el coeficiente de coancestria (6),
que es la probabilidad de que un par de alelos en un mismo locus tomados al azar desde una
poblacién en individuos diferentes sean idénticos por descendencia, es decir, que tengan un
ancestro comun. Finalmente, la distancia genética entre dos poblaciones o individuos puede
medirse como:

D=-In(1-6) (Reynolds et al., 1983)

Se calculd y representd graficamente la matriz de distancia genética en un dendrograma de
relaciones entre localidades usando el algoritmo de agrupamiento Neighbor joining con el
paquete computacional PHYLIP (Felsenstein, 2009) y el programa TreeView 1.6.6 (Page,
1996). La repetibilidad de los nodos se evalu6 mediante 5000 iteraciones de re-muestreo
usando “bootstrap”.

Mediante el test de Mantel (1967) se puso a prueba el aislamiento por distancia como
modelo de diferenciacion genética alternativo a la panmixia. Se compar6 las matrices de
distancia genética (Fst / (1- Fst)) con la de distancia geografica (Km) estimada como la
trayectoria minima por la linea de la costa, usando el logaritmo de la distancia geografica
recomendado para un habitat con dos dimensiones (latitud y longitud) (Rousset, 2008). El
calculo del indice de similitud (r) se realizd en el programa Genetix 4.05 (Belkhir et al.,
1996) y la significancia de la asociacién se probd con 1000 iteraciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y evaluacion de calidad de ADN

La integridad del ADN extraido evaluada con electroforesis en gel de agarosa mostrd
ninguna o minima degradacion, su concentracion vario entre 28 y 868 ng-ul™ y su pureza
entre 1,6 y 2,1 (relacion de absorbancia 260/280 nm).

Identificacién del género y especie

El momento del muestreo se descartd la presencia de individuos de otros géneros
(Aulacomya y Choromytilus) basandose en caracteristicas morfoldgicas. Para verificar la
correcta identificacion se llevo a cabo el proceso de identificacion de género mediante
RFLP-PCR descrito por Santaclara et al. (2006). Debido a que gran parte de las muestras
de localidades chilenas correspondian a semillas de tamafio reducido (2 cm de longitud
aproximadamente) podia llevarse a confusion con individuos del género Aulacomya
(Cholga) y Choromytilus (Choro zapato), que en la identificacion visual de especies no
serian detectables. En cuanto a las muestras de Galicia, Espafia, por ser un producto
comercial desconchado y congelado esta etapa era necesaria antes de la identificacion de la
especie, como lo indican los mismos autores. En este proceso no se encontraron muestras
individuales distintas al género Mytilus. Respecto a la identificacion de la especie se
encontrd un individuo perteneciente a la poblacion Piedra Azul (PA), cuyos fragmentos
amplificados de 126 pb al ser tratados con la enzima de restriccion Aci | mantuvo un alelo
sin corte y el otro alelo con corte en dos fragmentos de 51 y 75 pb que difieren de los
descritos por Santaclara et al. (2006) de 57 y 69 pb, posiblemente por la metodologia
utilizada en cada estudio de PAGE 8% en este caso V/s secuenciacion respectivamente. Este
individuo fue considerado posible hibrido de Mytilus chilensis x Mytilus galloprovincialis
(0,4% de representatividad en las muestras). Mientras que en la poblacién de Canal Coldita
— Piedra Blanca (CB) se encontraron dos individuos con fragmentos de 126 y 168 pb, este
ultimo fragmento corresponde al tamafio de alelo descrito para Mytilus trossulus (0,8 % de
representatividad en las muestras). Estas tres muestras con alelos distintos a los descritos
para Mytilus chilensis, fueron reemplazadas por otras tres que si presentaban alelos
representativos de la especie (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Numero de muestras individuales identificadas segun presencia de alelos
caracteristicos de cada especie.

Especie Origen geografico — Poblaciones
GA IP PA Pl CN CB
Mytilus chilensis 0 50 49 50 50 48
Mytilus edulis 0 0 0 0 0 0
Mytilus trossulus 0 0 0 0 0 0
Mytilus galloprovincialis 50 0 0 0 0 0
M chilensis - M galloprovincialis 0 0 1 0 0 0
M chilensis - M trossulus 0 0 0 0 0 2
Total 50 50 50 50 50 50

GA: Galicia; IP: Isla peel; PA: Piedra azul; PI. Pichicolo; CN: Canutillar 1I; CB: Canal
coldita - Piedra blanca

La segunda etapa desarrollada por Inoue et al. (1995) es usada para identificar
inequivocamente la especie en larvas y adultos (Wood et al., 2003), ademéas ha sido
utilizada por multiples autores (Skurikhina et al., 2001, Beaumont et al., 2005, Santaclara
et al., 2006, Coghlan y Gosling, 2007, Dias et al., 2009, Kijewski et al., 2009, Groenenberg
et al., 2011). En este paso, fue necesario hacer el andlisis en las muestras provenientes de
Espafia y en muestras nacionales, ya que, en las costas chilenas se ha detectado la presencia
de Mytilus galloprovincialis (Daguin y Borsa, 2000, Tarifefio et al., 2005, 2012, Gérard et
al., 2008, Westfall y Gardner, 2010, Westfall et al., 2010). La frecuencia de alelos
caracteristicos de Mytilus chilensis en las 250 muestras tomadas en localidades de Chile fue
de 0,988. EIl hallazgo de un alelo descrito para de la especie Mytilus galloprovincialis en
este estudio coincide con la descripcién de rango geografico realizada por Toro et al.
(2005) desde Arauco a Punta Arenas. Esta especie también fue descrita en la Region del
Biobio en Bahia de Coliumo, Bahia de Concepcién y Golfo de Arauco por Tarifefio et al.
(2005, 2012). El alelo encontrado corresponde a un individuo que fue considerado hibrido
entre Mytilus galloprovincialis y Mytilus chilensis, resultados similares han publicado Dias
et al. (2009) y Kijewski et al. (2009) que han reportado la presencia de hibridos de Mytilus
galloprovincialis con las especies nativas, otros autores sefialan posibles zonas hibridas en
las que es participe esta especie (Inoue et al., 1997, Hilbish et al., 2002, Bierne et al.,
2003). La baja frecuencia del alelo Mytilus galloprovincialis encontrada en este estudio
(0,004) y el limitado tamafio de muestra obtenido en cada localidad (n=50) pudo causar que
el alelo no fuera detectado en otras localidades usadas en este estudio y que esta especie
pudiera tener una distribucion mas amplia en la region. Daguin y Borsa (2000), Camus
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(2005), Ferndndez y Castilla (2005) advierten que la presencia de especies invasoras
pueden tener impactos ecoldgicos importantes en el medio.

Por ejemplo, a pesar de que Mytilus trossulus se encuentra en el Pacifico noreste, Atlantico
noreste y el mar Baltico (Beaumont et al., 2005, Westfall y Gardner, 2010), McDonald et
al. (1991) encontré que los mejillones de Sud Ameérica contenian alelos de Mytilus
trossulus. Hilbish et al. (2000) indica que las hipotesis sobre el origen de los mejillones del
Hemisferio Sur hacen distintas predicciones de la relacion filogenética entre los mejillones
del Hemisferio Norte y Sur, entre las que se menciona que el origen de los mejillones del
Hemisferio Sur estd estrechamente relacionado con Mytilus trossulus. Vidal et al. (2009)
muestrearon individuos de Mytilus trossulus en Valdivia, Chile (aprox. 39°49’S; 73°15°0),
luego Fernandez-Tajez et al. (2011) encontraron dos hibridos aparentes Mytilus chilensis x
Mytilus trossulus en muestras comerciales congeladas de mejillon de origen chileno, lo que
se confirmd por secuenciacion y RFLP-PCR del gen mitocondrial de la citocromo oxidasa |
(CQOI). Mytilus trossulus y sus hibridos con especies nativas Mytilus edulis y Mytilus
galloprovincialis se han detectados en centros de cultivo y poblaciones naturales de
mejillones en Escocia (Dias et al., 2009). Segun la informacién conocida de la especie de
Mytilus trossulus, el hallazgo de alelos de 168 bp no es frecuente en las costas chilenas ni
en el Hemisferio Sur, su presencia se podria explicar como el impacto del transporte por
actividades humanas o introgresion por contacto ancestral con esta especie (Kijewski et al.,
2009). Algunos autores han mencionado que los hibridos de esta especie en cultivos de
Mytilus edulis tienen valvas mas delgadas, y son de reducido tamafio al estado adulto, lo
que comercialmente podria provocar pérdidas econdémicas (Riginos y Cunningham, 2005,
Beaumont et al., 2008, Dias et al., 2009), situacién que no se ha evidenciado en los cultivos
de las costas chilenas.

Tamarnio de los fragmentos amplificados y genotipado

Finalizado el proceso de identificacion de especie, se llevaron a cabo las reacciones de PCR
con los cinco loci microsatélites que presentaron mejor amplificacion en geles de agarosa al
0,7%. Con estos geles se pudo determinar un tamafio de alelos que fluctué entre 115 y 381
pb, y su ndmero por locus (Cuadro 9). Los genotipos obtenidos estan registrados en los
Apéndice 2 y 3.

Algunos de los tamarios de alelos observados coinciden con los publicados, a pesar de ser
desarrollados otras especies de Mytilus, otros difieren o son nuevos tamafios. Asi mismo el
numero de alelos observados, salvo en los loci MT203, no es lo encontrado por otros
autores, probablemente porque se trata de especies diferentes y por la metodologia de
genotipado utilizada (genotipado de fragmentos amplificados con partidores fluorescentes
en secuenciador automatico v/s separacion de fragmentos mediante PAGE y tincién con
plata usada en esta memoria).
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Cuadro 9. Condiciones de resolucién, tamafio y numero de alelos observados y descritos
para cada locus microsatélite analizado.

No. Ne° N°
Acceso  Tamafio alelos Tamafno  alelos Tiempo

Locus GenBank descrito  descritos obs. obs. [Acril:Bis] de corrida

pb pb h:min
Mgul AF445370 168 -208 11 115 - 225 18 19:1 1:50
Mgu3 AF445372 143-151 5 141 - 169 10 19:1 1:50
MT 203 BWV725482 161 - 197 8al3 174 - 220 11 19:1 1:50
MT 282 BV725484 336 - 354 6a7 335-381 6 29:1 2:20
Mg 17 AY102084 280 6 277 - 333 7 29:1 2:20

Acril/Bis: Proporcién de Acrilamida/Bisacrilamida usada en los geles.

El programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004) no detectd descarte de alelos
grandes, debido a una amplificacibn menor del alelo de mayor tamafio llevando a
considerar como homocigoto a un individuo que realmente es heterocigoto (Pompanon et
al., 2005, Van Oosterhout et al., 2004). Se detect6 presencia de alelos nulos en todas las
localidades para los loci Mgul, Mgu3, MT203 y Mgl17, mientras que para el locus MT282
solo en dos localidades chilenas y en las muestras de Espafia. Los alelos nulos son
definidos como alelos existentes que no son observados usando los partidores estandar.
Polimorfismo no identificado, substitucion o insercién/delecion de base, en los lugares de
unién de los partidores puede causar que algunos alelos de microsatélites amplifiquen
pobremente o no lo hagan. Algunas veces la presencia de alelos nulos puede ser detectada
por desviaciones de la herencia mendeliana clasica, o0 menor cantidad de heterocigotos en
una poblacién que la predicha a partir de las proporciones de Hardy-Weinberg (O’Reilly y
Wright, 1995).

En cuanto al tartamudeo se detectd en la localidad de Espafia para el locus Mgu3 y Mgul,
ademas de tres localidades chilenas para Mgul. Este error se debe la metodologia donde
algunos de los alelos de microsatélites dinucle6tidos son visibles como bandas escalonadas,
en lugar de visualizarse un solo producto discreto. El tartemudeo puede causar problemas
para identificar ciertos alelos, a pesar de que a menudo el patron de tartamudeo es constante
entre individuos, de modo que los alelos bien separados pueden ser identificados
inequivocamente (O’Reilly y Wright, 1995). Bovo et al. (1999) indica que se debe a la
tendencia de Taq polimerasa a afiadir en el extremo 3™ de la nueva hebra un nucleétido no
presente en el templado, al final de la elongacion. Dado que este artefacto para cada loci
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microsatélite no se presenta en todas las localidades usadas en este estudio el posible error
por tartamudeo sefialado por el programa Micro-Checker se desestima.

Antes de realizar los anélisis de la estructura poblacional es esencial comprobar que la
variacion genética encontrada mediante los microsatélites cumpla con los tres supuestos
béasicos en un analisis poblacional: a) Neutralidad selectiva, b) Inexistencia de alelos nulos
y ¢) Independencia de los loci (Murray, 1996, Aranguren-Méndez et al., 2005).

a) Neutralidad selectiva: Los loci involucrados en adaptaciones locales muestran valores
de Fst significativamente mayores que aquellos selectivamente neutros (Beaumont y
Balding, 2004; Excoffier et al., 2009). Para identificar las regiones del genoma que han
sido blanco de seleccidn se debe obtener la distribucion esperada del estadistico Fst a traves
de muchos loci. En este caso, tal analisis no tiene sentido habiendo estudiado solo cinco
loci (Cuadro 11), sin embargo, llama la atencion el alto valor Fst del locus Mgu3 (0,160 y
0,163, al incluir seis o cinco localidades en el en analisis, respectivamente) que haria pensar
que no se trata de un locus neutral.

b) Alelos nulos: La presencia de alelos nulos ha sido encontrada en muchas taxa
presentandose en los moluscos en una frecuencia particularmente alta (Chapuis y Estoup,
2007), este fendmeno en SSR de Mytilus ha sido ampliamente descrito (Gardestrém et al.,
2007; Ouagajjou et al., 2011; Presa et al., 2002; Yu y Li, 2007). Otra razon que hace
esperable la presencia de alelos nulos en microsatélites heterélogos es que, ésta aumenta
cuanto mayor es la separacion evolutiva entre la especie en la que se desarrollé el SSR y la
especie en la cual se usa. En este estudio los SSR se desarrollaron para Mytilus edulis,
Mytilus trossulus o Mytilus galloprovincialis y se usaron en Mytilus chilensis, por lo que
la presencia de alelos nulos es esperable.

c) Independencia de los loci: Los loci utilizados deben ser independientes, es decir, no
mostrar desequilibrio de ligamiento. Muchas veces es probable que el desequilibrio de
ligamiento encontrado se deba a deriva de algunos cromosomas en alta frecuencia
puramente por azar (Hartl y G.Clark, 1989).

Desequilibrio de ligamiento

Luego de aplicar la correccién de Bonferroni, los resultados del desequilibrio de ligamiento
indicaron que los genotipos en los cinco loci microsatélites eran independientes sin
detectarse desequilibrio de ligamiento (Apéndice 4 y 5).

Estimacion de las frecuencias genotipicas y alélicas

Los cinco loci microsatélites analizados fueron polimorficos en las seis localidades
estudiadas (Apéndice 6). Se detectaron un total de 52 alelos en los 300 individuos
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analizados y 37 alelos en 250 individuos de localidades de Chile, en promedio se
encontraron 6,9 alelos por locus considerando los 300 individuos y 6,6 alelos por locus con
250 individuos colectados en Chile. El locus Mgul presenté el mayor nimero de alelos, 14
en Piedra Azul (PA) y Pichicolo (PI), el con menor numero de alelos fue Mgl7 con dos
alelos en Pichicolo (PI). Para los 250 individuos colectados en Chile todos los loci
mostraron distribucion de alelos comunes entre los sitios, sélo se encontré un alelo privado
en baja frecuencia de 0,02 en la localidad de Pichicolo (PI) para el locus Mgu3.
Considerando los 300 individuos analizados se encontraron tres alelos privados para Mgul
con frecuencias de 0,04; 0.34 y 0,02; en Mgu3 se detectaron cinco alelos privados de los
cuales dos tenian frecuencias de 0,02, otros dos con frecuencias de 0,24 y uno con
frecuencia de 0.0008. Para MT203 so6lo se presentd un alelo privado, con frecuencia de
0,0008, mientras que para MT282 dos alelos privados cuyas frecuencias fueron 0,02 y 0,12.
Finalmente para Mgl7 fueron cuatro alelos privados con frecuencias de 0,0816; 0,449;
0,0408 y 0,1428. Todos los alelos privados detectados al considerar los 300 individuos
corresponden a la localidad de Galicia, Espafia. Es interesante, este hallazgo pues la
presencia de estos alelos privados, podria ser Gtil para identificar el origen chileno o gallego
en una muestra de choritos. Cabe mencionar que el alelo privado encontrado con s6lo 250
individuos de origen chileno esta presente en la poblacion de Galicia, Espafia, por lo tanto,
para la totalidad de individuos no es contabilizado (Cuadro 10).

La frecuencia del alelo mas comun no excedio el 0,95 (Toro et al., 2006), por lo tanto, los
cinco loci microsatélites usados en Mytilus chilensis y M. galloprovincialis fueron
polimorficos en todas la localidades estudiadas.

Estimacion de la diversidad genética y parentesco

El contenido de informacién polimorfica (PIC) indica la calidad de informacion que posee
un marcador microsatélite, su valor varia entre 0 y 1, donde valores superiores a 0,5 y mas
cercanos a uno se consideran muy informativos, mientras que los valores entre 0,25 y 0,5
son medianamente informativos y los valores inferiores a 0,25 poco informativos (Martinez
et al., 2006, Felmer et al., 2008). En los loci del estudio Mgul tuvo el mayor valor de PIC
con 0,857 (con 300 individuos) y 0,864 (con 250 individuos), Mgu3 tuvo el menor valor de
0,451 (300 individuos) y 0,402 (250 individuos) seguido por Mgl17 con un valor de 0,484
(300 individuos) y 0,435 (250 individuos). Los demas loci presentaron resultados
considerados informativos, es decir, fueron mayores a 0,5. Al contabilizar la localidad de
Galicia (GA) los indices de informacién polimorfica aumentan debido a que esta poblacion
presenta méas alelos, y algunos diferentes a los presentes en las localidades de Chile
(Cuadro 10y 11).

La Ho para 300 muestras estudiadas fluctu6 entre 0,140 (Mgu3) y 0,483 (MT282), para 250
muestras vario entre 0,076 y 0,536 en los mismos loci. La He con seis localidades presentd
valores entre 0,516 (Mgu3) y 0,879 (Mgul) y con cinco localidades el menor valor fue



26

0,473 (Mgu3) y el mayor 0,885 (Mgul). Los marcadores con los valores extremos son los
mismos con seis o cinco localidades analizadas (Cuadro 11).

Los valores de Fis positivos indican déficit de heterocigotos en relacion a los valores
esperados de Hardy-Weinberg (H-W), indicando una desviacion significativa del equilibrio.
Para los loci Mgul, Mgu3, MT203 y Mg17 ninguna de las localidades est& en equilibrio,
todas estan desviadas significativamente de H-W. Los valores de Fis por localidad muestran
desviacion significativa de H-W para todas las localidades en todos los loci, a excepcion de
Canutillar (CN) y Canal Coldita-Piedra blanca (CB) para el locus MT282 (Cuadro 10). Diz
y Presa (2008, 2009) y Li et al. (2009) utilizando el mismo tipo de marcadores han tenido
resultados equivalentes en el estudio de mejillones. EI déficit de heterocigotos encontrado
puede deberse a que el locus esté bajo seleccidn, a la presencia de alelos nulos (falsa lectura
del heterocigoto provocando exceso de homocigotos), altos niveles de consanguineidad
(apareamiento entre individuos emparentados dentro de la poblacion) o a una
subestructuracion dentro de la poblacion (efecto Wahlund) (Murphy et al., 1990,
Aranguren-Méndez et al., 2005, Enriquez-Espinoza y Grijalva-Chon, 2010). El efecto
Wahlund no puede descartarse como causante del déficit de heterocigotos en las localidades
en que todos los loci se vieron afectados.

El ryy promedio en las 6 localidades analizadas al estimar el parentesco genético entre pares
de individuos pertenecientes a un mismo sitio (valores de la diagonal en el Cuadro 12) fue
de 0,070 + 0,052, mayor que el valor de -0,012 + 0,071 obtenido entre individuos de
localidades diferentes (mezcla al azar, valores fuera de la diagonal Cuadro 12). El test de
permutaciones por genotipos realizado para ver la significancia del valor de ryy total indico
que es significativamente distinto de cero (P=0,004). Los valores esperados de parentesco
para las relaciones progenitor-progenie, hermanos completos, medio hermanos son 0,5, 0,5
y 0,25; respectivamente y 0 para individuos no emparentados (Araneda et al. 2004). Los
valores negativos de ryy pueden ocurrir si los genotipos de los dos individuos comparados
muestran menos alelos idénticos por descendencia que los esperados por azar (Camara et
al., 2008).
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Cuadro 10. Estimadores de diversidad genética de Mytilus chilensis y Mytilus
galloprovincialis en localidades de Chile y una muestra comercial de Galicia.

LOCUS GA IP PA PI CN CB

n 50 50 50 50 50 50

A 12 13 14 14 13 12
Mgu 1 Ho 0480 0240 0500 0,300 0,340 0,500
He 0847 0866 0902 0,886 0,883 0,888
PIC 0820 0843 0884 0,866 0,862 0,868
Fis (WyC) 0436 0725 0448 0664 0,617 0,440

n 50 50 50 50 50 50

A 10 4 4 4 4 4
Mu 3 Ho 0460 0,100 0,160 0,040 0,041 0,040
He 0729 0555 0634 0,491 0,394 0,291
PIC 0698 0471 0566 0,386 0,328 0,257
Fis (WyC) 0371 0821 0750 0,919 0,897 0,864

n 50 50 50 50 50 50

A 9 9 9 9 9 9
MT 203 Ho 0540 0560 0,380 0,420 0,420 0,500
He 0804 0753 0,769 0,729 0,817 0,717
PIC 0774 0,720 0,729 0,687 0,787 0,689
Fis (WyC) 0331 0259 0508 0,426 0,488 0,305

n 50 50 50 50 50 50

A 5 4 4 4 4 4
MT 282 Ho 0220 0480 0420 0,560 0,620 0,600
He 0366 0649 0653 0,649 0,614 0,563
PIC 0345 0570 0587 0572 0,540 0,471
Fis (WyC) 0401 0263 0359 0139  -0,009 -0,067

n 50 50 50 50 50 50

A 7 3 3 2 3 3
Mg 17 Ho 0102 0235 0222 0,163 0,380 0,150
He 0767 0547 0536 0,502 0,540 0,563
PIC 0727 0467 0450 0,373 0,428 0,456
Fis (WyC) 0868 0574 0588 0,678 0,298 0,736

n 50 50 50 50 50 50

A 8,6 6,6 6.8 6,6 6.4 6,4
Todos Ho 0360 0323 0336 0,297 0,360 0,358
He 0,703 0674 0699 0,651 0,650 0,605
PIC 0673 0614 0643 0577 0,589 0,548
Fis (WyC) 0481 0528 0531 0,565 0,458 0,456

Desviacién significativa (P<0.008) del equilibrio de Hardy-Weinberg después de correccion secuencial
de Bonferroni, A: ndmero de alelos, H,: heterocigocidad observada, He: Heterocigocidad esperada,
PIC:contenido de informacion polimdrfica, Fis: indice de fijacion segin Weir y Cockerham.



28

Cuadro 11. Estimadores de diversidad genética global por locus de Mytilus chilensis (n=250) y Mytilus galloprovincialis (n=50).

LOCUS A Ho He PIC Fis Fst Fir
Namero de
localidades 6 5 6 5 6 5 6 5 6 5 6 5 6 5
Mgu 1 18 15 0,393 0,376 0879 0,88 0,857 0,864 0555 0579 0,03 0,039 0570 0,568
Mgu 3 10 5 0,40 0,076 0516 0473 0451 0,402 0,720 0,850 0,160 0,163 0,759 0,757
MT 203 11 10 0470 0,456 0,765 0,757 0,731 0,723 0,388 0,397 0,004 0,004 0,391 0,388
MT 282 6 4 0483 0536 058 0626 0514 0548 0,171 0,137 0,099 0,114 0,255 0,271
Mg 17 7 3 0209 023 0576 0538 0484 0435 0645 0575 0,054 0,054 0,667 0,672

Global 52 37 033 033% 0663 065 0607 0594 049 0508 0071 0,075 0529 0,531
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Los resultados de parentesco presentados en el Cuadro 12, indican que en general no hay
evidencia de apareamiento entre individuos emparentados, por lo tanto es poco probable
que la consanguinidad cause parte del déficit de heterocigotos porque, aunque los
resultados del test de parentesco indican que los pares de individuos dentro de cada
localidad estaban mas estrechamente relacionados que lo que lo estan pares de individuos
de localidades diferentes, ninguno de estos valores indicaron relacion mayor entre los
individuos que la esperable por azar (Cuadro 12). La fecundacion del género Mytilus ocurre
en el medio acuético donde se liberan los gametos. Kordos y Burton (1993), Natunewicz y
Epifanio (2001), Natunewicz et al. (2001) y Véliz et al. (2006) sefialan que parches
discretos de larvas se podrian mantener en la columna de agua durante dias y hasta semanas
en este escenario es posible que las larvas emparentadas se dispersen en grupos sin
mezclarse, y que bajo ciertas condiciones, larvas del mismo grupo familiar sean
transportadas en el mismo cuerpo de agua y se fijen en un mismo lugar, influenciando asi la
estructura genética en la etapa adulta.

Como se menciono previamente, la presencia de alelos nulos (Shields et al., 2010) es un
fendmeno frecuente en genética de poblaciones de bivalvos marinos y podria explicar parte
del déficit de heterocigotos en los loci que mostraron desviaciones del equilibrio de H-W en
este estudio. Toro et al. (2006) sugieren que los alelos nulos no pueden ser la Unica razon
causante del déficit de heterocigotos, dado que en su estudio con alozimas (marcador que
no es influenciado por la presencia de alelos nulos), también se encontrd déficit
generalizado de heterocigotos en todos los loci y desviaciones del equilibrio Hardy —
Weinberg. Gardestrom et al. (2008) y Presa et al., (2002) también reportaron déficit de
heterocigotos y posible presencia de alelos nulos en algunos loci en Mytilus
galloprovincialis y Mytilus trossulus. Se ha reportado que la presencia de alelos nulos tuvo
efectos menores en diferenciacion poblacional, distancias genéticas y asignacion de
individuos a poblaciones y que la correccién de las frecuencias alélicas debido a la
presencia de alelos nulos no modificé los resultados obtenidos (Chapuis y Estoup, 2007,
Gardestrom et al., 2007, Diz y Presa, 2008).

Cuadro 12. Valor promedio de parentesco (rxy) entre pares de individuos resultante al
comparar localidades basado en 5 loci microsatélites

I'xy GA IP PA Pl CN CB

GA 0,108 -0,084 -0,063 -0,064 -0,122 -0,142
IP 0,025 0,000 0,037 0,028 0,053
PA 0,020 0,007 -0,012 -0,030
Pl 0,046 0,050 0,060
CN 0,066 0,097
CB 0,153

GA: Galicia; IP: Isla peel; PA: Piedra azul; PI: Pichicolo; CN: Canutillar 11; CB: Canal coldita -
Piedra blanca
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Estructura poblacional

El andlisis factorial de correspondencia (AFC) por localidades muestra la similitud de los
genotipos multilocus en un gréfico tridimensional (Figura 3), que explica el 91,88% de la
variacion genotipica total al considerar las muestras de las seis localidades. El 70,05% de la
variacion de los genotipos multilocus de los individuos entre las localidades es explicada
por el eje 1, que separa la localidad Galicia (GA) del resto de las localidades, corroborando
que estas muestras pertenecen a una poblacion que tiene una genética muy distinta a las
localidades Chilenas, pues pertenece a otra especie de mitilidos. El eje 2 explica el 13,59%
de la variacion y separa la localidad de Canal Coldita — Piedra Blanca (CB) de las demas,
mientas que el eje 3 explica el 8,23% que separa Canutillar (CN) y Pichicolo (PI) de las
otras localidades.
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Figura 3: Analisis factorial de correspondencia (AFC) por localidades, ejes 1, 2 (superior) y
3 (inferior).

Diferenciacidn genética

El valor de Fst global considerando las seis localidades es altamente significativo (intervalo
de confianza al 95%: 0,02519 — 0,10913) e indica que el 7,1% de la varianza total de las
frecuencias alélicas esta entre las localidades (Cuadro 13), y que el 92,9 % de la varianza
entre las frecuencias alélicas se explicaria por la variacion intra localidades. Cuando se
usaron los datos de cinco localidades (sélo localidades chilenas) el valor de Fst global fue
de 0,075 (7,5% de variacion inter poblacional) indicando la baja diferenciacién genética
que hay en la zona bajo estudio en el Sur de Chile. Al analizar entre pares de sitios (Cuadro
13) el mayor valor de Fst (0,179) se da entre las localidades de Canal Coldita — Piedra
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Blanca (CB) y Galicia (GA) considerando las seis localidades, resultado que tiene sentido
dado que se trata de localidad de hemisferios distintos y especies diferentes. Para las cinco
localidades del sur de Chile el valor mayor es 0,074 entre Canal Coldita — Piedra Blanca
(CB) y Piedra azul (PA). Ocho de los quince test realizados mostraron valores de Fst
significativos después de la correccion para comparaciones multiples (Rice, 1989) y de
estos ocho, cinco corresponden a pares con la localidad de Galicia.

Toro et al. (2006) y Carcamo et al. (2005) utilizando alozimas también han encontrado
diferenciacion genética baja con valores globales de Fstr de 0,0303 y 0,0122,
respectivamente al estudiar la estructura poblacional de Mytilus chilensis. ElI Fst global
obtenido en este estudio fue bajo (0,075) y significativamente distinto de cero, sugiriendo
una estructura genética detectable y con probablemente un alto nivel de flujo genético entre
localidades separadas por hasta 1.360 km (Isla Peel, IP y Canutillar, CN) a lo largo de la
costa chilena estudiada (Cuadro 14). El flujo genético es favorecido por el sistema
reproductivo (fertilizacion externa), la prolongada etapa peldgica de las larvas y las
condiciones oceanogréficas de la zona (Toro et al., 2004a, Toro et al., 2006). El
conocimiento actual sobre manejo de semillas sugiere que la transferencia de semillas entre
zonas donde se encuentra la especie a causa de la accidén antropica, probablemente ha
reducido las diferencias genéticas que naturalmente existian entre estas localidades en
Chile, provocando la homogeneidad genética interlocalidades (Diz y Presa, 2009). Sin
embargo, la poblacion de Punta Arena analizada por Toro et al. (2004c; 2006) parece ser
genéticamente divergente de las poblaciones de distribucion mas al Norte, patron que no se
vio corroborado en este estudio.

Cuadro 13: Estimacion de Fst entre pares de localidades de M. chilensis basada en 5 loci
microsatélite

FST IP PA Pl CN CB
GA 0,107 0,098 0,108 0,146 0,179
IP 0,012 0,000 0,015 0,028
PA 0,019 0,039 0,074
Pl 0,004 0,026
CN 0,006

Valores oscurecidos no son significativos después de la correccion de Bonferroni para multiples
test. GA: Galicia; IP: Isla Peel; PA: Piedra Azul; PI: Pichicolo; CN: Canutillar II; CB: Canal Coldita
- Piedra Blanca.
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Cuadro 14: Estimacion del nimero de migrantes (Nm) entre pares de localidades de M.
chilensis basada en 5 loci microsatélite.

Nm PA Pl CN CB
IP 41,167 0,000 32,833 17,357
PA 25,816 12,321 6,257
Pl 124,500 18,731
CN 82,833

Nm > 1 indica un alto valor de flujo génico. IP: Isla Peel; PA: Piedra Azul; PI: Pichicolo; CN:
Canutillar I1; CB: Canal Coldita - Piedra Blanca.

El dendrograma (Figura 4) de relaciones entre localidades construido a partir de la matriz
de distancia genética de Reynolds mostré a la localidad de Isla Peel (IP) méas separada de
las otras localidades, los valores de boostrap que indican la repetibilidad de los nodos,
fueron altos, el valor mas bajo se da entre Galicia (GA) y Piedra Azul (PA).

GA

63

PA

100

Pl

CN

97

CB

Figura 4: Dendrograma no enraizado que muestra la relacién entre las localidades
utilizando la distancia genética de Reynolds para seis localidades.

GA: Galicia IP: Isla Peel, PA: Piedra Azul, PI: Pichicolo, CN: Canutillar, CB: Canal
Coldita — Piedra Blanca.

El test de Mantel no mostr6 correlacion significativa (r= 0,76; P=0,196) entre la matriz de
divergencia genética (Fst / (1 — Fst)) y la de distancia geogréafica entre las seis localidades
analizadas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo al marcador RFLP ME 15 - ME 16 Aci |, la especie Mytilus chilensis, es
predominante en la zona de estudio en el Sur de Chile.

En la zona de estudio también se encuentra la presencia de alelos de Mytilus
galloprovincialis y Mytilus trossulus en muy baja frecuencia, indicando la existencia de
posibles hibridos.

La diferenciacion genética de la zona es baja, pero significativa, producto posiblemente de
un alto nivel de flujo genético.

La poblacion de Mytilus galloprovincialis originaria de Espafia presenta un acervo genético
distinto de las poblaciones de Mytilus chilensis provenientes de la zona sur de Chile.

Se determind que las poblaciones de Mytilus chilensis se agrupan en un nodo genético que
a su vez se agrupa con Mytilus galloprovincialis. Esto apoya la hipotesis de que Mytilus
chilensis forma parte del complejo Mytilus y que existirian varias de sus especies presentes
en las costas de Chile.
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ANEXQOS

Anexo |. Protocolo para determinar el tamafio de los fragmentos amplificados

Preparacion del molde para gel de poliacrilamida

1.

2.

3.

Los vidrios se limpian con alcohol 70 % y papel al menos dos veces. Se deja secar
el alcohol y se revisa si hay alguna suciedad en los vidrios, si lo hubiese se quita y
se limpia nuevamente. Usar siempre las mismas caras del vidrio hacia el interior del
molde.

Se aplica SIGMACOTE® (SL2-100ML, SIGMA) en ambos vidrios en la cara
interior del molde, en cantidad suficiente para cubrir ambos con una capa delgada y
pareja, esparcida con papel con movimientos circulares.

Se colocan los espaciadores de 0.5 mm entre ambos vidrios en dos de los lados, y se
sujeta todo con pinzas para preparar el molde.

Preparacion de la solucion de poliacrilamida

1.

2.

3.

Se prepara la mezcla del gel de poliacrilamida al 6%, segun las indicaciones ver
cuadro a continuacion:

Solucién Cantidad

mL

TBE 5X 3.0

ACRILAMIDA 19:1 40% p/v Winkler® 5.0

APS 10% 0.2

AGUA DESTILADA 21.8
Se prepara un tapén para los vidrios en tubo eppendorf de 2ml con la misma
solucidén preparada anteriormente, mas 10 pl de Temed y se coloca rapidamente en
la base de los vidrios. Se espera 10 minutos aproximadamente para que el tapon
polimerice.
Se agrega 50 uL de Temed a la mezcla y se vacia el contenido en el molde evitando

la formacion de burbujas dentro del gel, se coloca la peineta y se deja polimerizar
unos 30 a 45 minutos.
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Montaje del gel en la cAmara

1. Se saca cuidadosamente la peineta y las pinzas. Se limpia bien de todos los restos de
acrilamida sobre la superficie exterior.

2. Se coloca el molde en la camara de electroforesis. Los compartimentos superior e
inferior deben estar llenos con tampon de corrida TBE 0,5 X, se limpian los restos
de gel y burbujas del espacio que ocupaba la peineta.

3. Se cargan entre 1,5 y 2 uL de producto de PCR con tampon de carga 6X en cada
pocillo.

4. Se programa la fuente de poder en 30 mA y 10 Watts, y luego de 1 hora y 30
minutos se saca el gel.

Anexo 1. Tincion del gel

Los geles de poliacrilamida fueron tefiidos con un Nitrato de Plata, utilizando un kit de
tincion para acidos nucleicos, marca Winkler.

Se saca el molde de la cAmara de electroforesis, se separan los vidrios y se lleva el gel ala
solucion de fijacion, luego tincion, se enjuaga el gel dos veces como maximo con agua
destilada, se coloca en la solucién de revelado (hasta que aparezcan los fragmentos), y por
ultimo se pasa a la solucién de detencion. El gel debe permanecer 30 minutos en cada una
de las soluciones, aunque en el revelado puede ser un poco mas, hasta que aparezcan los
fragmentos amplificados. Las soluciones se preparan segun lo indicado a continuacion:

Proceso Solucién Agua destilada
mL

Fijacion 10 sol. A 90

Tincion 2sol.B 98

Revelado 10 sol. Dy 2sol.C 88

Detencion 10 sol. E 90
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APENDICES

Apéndice 1. Protocolo de Extraccion de ADN modificado de Taggart et al. (1992)

Materiales y reactivos.

Dial

Dia 2

abswb

Solucién 1 (tampon de lisis): 0.2 M EDTA pH 8.0; 0.5% sodium lauroylsarcosine
(SIGMA L-5125) 6 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-Alcohol isoamilico (24:1)

Etanol 92%

Etanol 70%

Tampon TE (1/4 TE; % agua PCR)

Tubos Eppendorff con tapa estériles

Puntas de micropipetas estériles

Bario de agua o incubador a 55 0 37° C

Agregar a cada tubo Eppendorff 375 pL de la Solucién 1y 10 pL de Proteinasa K
Agregar tejido a cada tubo (por ejemplo 70 mg musculo, 10 mg hepatopancreas),
secar con un papel absorbente el exceso de Etanol en el tejido.

Agitar vigorosamente e incubar (bafio de agua) durante la noche, con movimiento, a
una temperatura de 37° C.

Agregar 5 pL de RNAsa a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10 segundos e
incubar por 60 minutos a una temperatura de 37° C con agitacion.

Agregar 130 pL de NaCl saturado. Agitar vigorosamente.

Centrifugar 12.000 rpm por 10 minutos.

Trasladar sobrenadante a tubo limpio de 2 mL.

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

Agregar 400 pL de Cloroformo: Alcohol isoamilico a cada tubo. Agitar
vigorosamente durante 10 segundos y luego agitarla por 20 minutos.

Centrifugar los tubos (10.000 rpm) durante 5 minutos
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8. Cuidadosamente remover 300 pL de la fase acuosa superior (usando una punta de
micropiteta de boca ancha) a un tubo eppendorff nuevo. Nota: No tocar el material
de la interfase. Usar solo las fases acuosas libres de desechos residuales.

9. Agregar 900 pL de Etanol 92% frio. Mezclar mediante vigorosa inversion de los
tubos 6 veces. EI ADN debiera precipitar (condensarse).

10. Centrifugar 2 minutos a 5.000 rpm.

11. Extraer el Etanol volteando cuidadosamente el tubo.

12. Agregar 1 mL de Etanol 70%.

13. Agitar suavemente durante 30 minutos.

14. Cuidadosamente extraer el Etanol volteando el tubo.

15. Cuidadosamente extraer el Etanol restante (50 a 100 pL) usando una micropipeta.

16. Permitir que el ADN se seque parcialmente a temperatura ambiente (5 minutos), NO
permitir que se seque completamente.

17. Resuspender el pellet en el Tampdn TE (100 pL). Permitir que el ADN se disuelva a
temperatura ambiente por dos dias.

18. Cargar en gel de agarosa al 0,7% para ver resultados.

19. Luego congelar el ADN a —20° C.
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Apéndice 2. Genotipos de Mytilus chilensis.

< oM < m oM
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IPO1 155 155 147 147 178 188 335 335 315 315
IP02 155 155 147 147 178 178 335 353 315 315
IPO3 153 153 147 147 178 184 335 335 315 315
IP0O4 197 197 147 147 178 178 335 353 0 0
IPO5 181 217 147 147 178 178 335 335 315 333
IPO6 155 155 143 143 188 202 335 335 333 333
IPO7 187 187 147 147 188 202 335 335 333 333
IPO8 197 197 147 147 178 178 335 353 315 315
IPO9 177 177 147 147 178 188 353 353 315 315
IP10 153 181 147 147 178 198 353 353 0 0
IP11 171 217 143 143 178 178 335 353 291 291
P12 153 153 147 159 178 188 353 353 O 0
IP13 153 153 147 147 178 184 353 353 333 333
IP14 173 173 143 143 178 202 353 353 0 0
IP15 153 153 147 157 202 202 335 353 291 333
IP16 181 181 143 143 194 206 353 353 315 315
IP17 155 171 143 143 178 198 335 353 0 0
IP18 153 153 143 143 178 198 347 347 0 0
IP19 177 177 143 143 178 178 335 347 291 291
IP20 155 155 143 143 178 202 335 347 0 0
P21 187 217 143 143 178 202 335 353 0 0
P22 115 187 143 143 178 202 335 335 315 333
IP23 181 217 143 143 206 220 335 353 0 0
IP24 155 155 143 143 178 178 335 353 315 315
IP25 155 155 147 147 198 198 353 353 315 333
P26 155 155 147 147 178 202 335 353 333 333
P27 177 177 157 157 178 198 335 335 315 315
IP28 153 153 157 157 178 188 347 347 0 0
IP29 181 217 143 143 184 202 347 347 333 333
P30 115 115 143 143 198 216 353 353 315 333
IP31 151 151 143 143 178 178 335 347 315 315
IP32 187 187 143 143 178 184 353 353 0 0
IP33 153 153 143 143 188 188 353 353 315 315

(Continuda)
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Apéndice 2. (Continuacién)
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IP34 155 155 143 143 194 206 335 335 0 0
IP35 153 181 143 143 178 178 335 347 315 333
IP36 155 155 147 147 178 178 335 353 315 333

IP37 177 177 143 143 184 184 353 353 0 0
IP38 155 155 147 159 178 178 353 353 315 315
IP39 177 177 143 157 188 188 335 353 333 333
IP40 155 155 143 157 194 206 335 353 315 315
IP41 155 155 143 143 188 188 335 347 315 315
IP42 181 181 143 143 188 188 335 353 315 315
IP43 151 151 143 143 178 178 347 347 315 315
IP44 153 153 143 143 188 188 347 347 0 0
IP45 151 151 147 147 188 188 335 335 315 315
IP46 153 177 147 147 178 178 335 347 0 0
IP47 155 163 143 143 178 198 335 347 315 333
IP48 151 151 143 143 194 206 353 381 0 0
IP49 171 181 143 143 198 216 353 381 315 315
IP50 175 175 143 143 178 198 335 353 291 291
PAO1 115 187 143 143 178 178 353 363 315 315
PA0O2 175 217 143 143 188 188 353 363 333 333
PAO3 115 175 143 143 188 188 353 363 315 315
PAO4 175 175 143 143 188 188 353 363 333 333
PAO5 115 217 143 143 178 178 353 363 315 315
PAO6 155 175 143 143 188 188 335 33 315 315
PAO7 155 171 147 159 178 178 353 381 315 315
PAO8 181 181 159 159 188 202 335 33 315 333
PA0O9 163 163 157 157 188 188 353 353 0 0
PA10 189 189 157 157 188 188 353 363 315 333
PA11 155 173 157 157 188 188 335 335 315 315
PA12 163 163 157 157 178 184 335 353 315 315
PA13 155 155 147 159 192 192 335 353 291 291
PA14 153 181 147 147 178 178 347 347 0 0
PA15 173 177 147 147 178 178 335 353 333 333
(Continua)



Apéndice 2. (Continuacién)

52

< m < 2] < m
E 3 2 3 8 8 8 99 9§ 95oox
s 3 & & & L £ £ ¢ & 3
= = =z =2 =2 s s s s = =
PA16 175 175 143 143 194 206 353 353 315 315
PA17 181 181 147 147 178 184 353 353 333 333
PA18 115 163 147 147 188 188 335 335 0 0
PA19 155 155 147 147 198 216 353 353 201 201
PA20 155 181 147 147 178 178 353 381 0 0
PA21 187 187 147 159 194 206 335 353 291 291
PA22 173 181 143 157 178 178 335 353 O 0
PA23 155 177 143 143 178 178 353 353 333 333
PA24 173 187 143 143 198 198 335 335 315 333
PA25 151 151 143 143 194 194 347 347 333 333
PA26 173 173 143 143 178 178 353 353 315 333
PA27 217 217 143 143 178 202 353 353 333 333
PA28 155 197 143 143 178 178 335 353 291 315
PA29 177 177 143 143 184 184 335 353 315 333
PA30 155 155 143 143 184 184 335 353 315 333
PA31 155 177 147 159 188 202 353 381 333 333
PA32 153 153 147 159 188 188 353 353 315 315
PA33 177 187 147 159 188 188 335 335 315 315
PA34 187 187 147 147 178 178 335 335 333 333
PA35 151 177 147 159 188 202 335 353 315 315
PA36 151 151 147 147 188 202 353 381 315 333
PA37 151 217 147 147 178 194 335 381 315 315
PA38 155 155 147 147 188 188 347 347 315 315
PA39 155 155 147 147 198 216 347 347 315 333
PA40 155 177 147 147 178 178 335 335 315 315
PA41 177 177 147 147 198 216 347 347 315 315
PA42 175 181 147 147 178 198 335 347 315 315
PA43 181 181 147 147 178 198 347 353 315 315
PA44 155 181 147 147 194 206 335 347 315 315
PA45 155 155 147 147 178 178 353 353 315 315
PA46 153 181 147 147 178 188 335 347 315 333
PA47 171 181 147 147 178 202 335 353 315 315

(Continda)
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Apéndice 2. (Continuacién)
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PA48 153 153 147 147 178 178 347 347 333 333
PA49 163 177 147 147 188 188 353 353 315 315

PA50 175 175 147 147 188 202 347 347 315 315
PI0O1 173 225 147 147 178 178 335 353 315 315
PI02 155 181 147 147 198 216 353 381 315 315
PIO3 163 181 147 147 178 178 335 353 333 333
Pl0O4 177 177 147 147 178 178 335 353 315 315
PIO5 181 181 147 147 178 198 335 353 315 333
PlIO6 177 177 147 147 178 178 335 347 333 333
PIO7 163 163 147 147 178 178 335 353 315 315
PIO8 155 155 147 147 184 184 335 353 315 315
PIO9 155 155 147 147 178 188 335 335 315 333
PI10 153 163 147 147 178 178 335 335 333 333
PI11 151 171 141 147 188 188 353 353 315 315
PI12 155 187 147 147 188 188 353 353 333 333
PI13 173 173 147 147 184 184 353 381 0 0
PI14 173 225 147 147 188 188 335 353 0 0
PI15 189 189 143 143 178 184 335 335 333 333
PIl6 151 151 143 143 188 188 353 353 315 315
PI17 155 155 143 143 178 202 353 353 315 315
PI18 163 163 143 143 198 202 335 353 333 333
PI19 155 177 143 143 178 178 335 353 0 0
PI20 153 153 143 143 188 188 353 353 315 333
PI21 163 177 143 143 178 178 335 335 315 333
PI22 153 153 143 143 188 188 347 347 315 315
PI23 181 181 143 143 206 220 335 353 333 333
PI24 163 163 143 143 178 178 335 353 333 333
PI25 155 175 143 143 202 216 353 353 333 333
PI26 181 181 143 143 178 178 335 335 0 0
PI27 181 181 143 143 178 178 335 353 333 333
PI28 163 163 147 147 198 202 335 353 315 315
PI29 217 217 147 159 202 216 347 347 333 333
(Continua)
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PI30 181 181 147 147 188 188 335 353 315 315
PI31 181 181 147 147 188 202 353 381 0 0
PI132 181 181 143 143 178 178 335 335 333 333
PI33 155 155 143 143 188 202 335 347 333 333
PI34 153 153 143 143 188 202 335 335 333 333
PI35 155 177 143 143 178 184 335 353 315 315
PI36 187 187 147 147 178 184 335 347 315 315
PI37 155 181 143 143 178 178 353 353 315 315
PI138 177 177 143 143 178 178 335 353 315 315
PI39 175 181 143 143 178 178 335 353 333 333
P140 187 187 143 143 178 178 347 353 315 315
Pl41 189 189 143 143 192 202 353 353 315 315
Pl142 177 177 143 143 178 184 353 381 315 315
P143 197 197 143 143 178 184 335 335 315 333
Pl44 153 155 143 143 178 178 335 335 315 315
P145 181 181 143 143 184 184 347 347 315 333
Pl46 155 155 143 143 188 188 335 353 315 333
Pl47 163 177 143 143 188 202 347 347 333 333
P148 153 153 143 143 184 202 347 347 315 315
P149 153 153 143 143 178 184 335 353 0 0
PI50 189 189 143 143 178 178 335 353 0 0
CNO1 197 197 143 143 178 202 353 353 315 315
CNO02 175 175 147 147 194 206 335 353 315 333
CNO3 225 225 143 143 194 206 353 381 315 333
CNO04 173 173 143 143 188 188 335 347 315 333
CNO5 163 163 143 143 178 198 335 353 333 333
CNO6 181 181 143 143 188 202 335 335 333 333
CNO7 217 217 143 143 188 202 335 353 333 333
CNO08 181 181 143 143 188 188 335 353 315 333
CN0O9 181 181 143 143 198 216 347 353 315 333
CN10 177 177 147 147 188 202 335 335 315 333
CN11 177 197 143 143 194 206 335 353 315 315

(Continua)
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Apéndice 2. (Continuacidn)
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CN12 163 163 143 143 194 206 335 353 315 315

CN13 187 197 143 143 194 206 353 353 315 315
CN14 153 153 143 143 194 206 353 353 333 333
CN15 163 163 143 157 178 178 335 335 333 333
CN16 153 163 143 143 198 202 335 335 315 315
CN17 151 163 147 147 188 188 353 353 315 333
CN18 163 163 143 143 178 178 353 363 315 315
CN19 181 181 143 143 178 178 347 353 315 333
CN20 163 163 143 143 184 184 353 363 291 291
CN21 155 181 143 143 178 178 353 363 315 315
CN22 155 177 143 143 198 198 335 335 333 333
CN23 153 177 143 143 178 178 335 353 315 333
CN24 181 181 143 143 198 216 347 335 291 333
CN25 155 187 143 143 178 178 335 353 315 315
CN26 175 175 143 143 178 178 335 363 315 315
CN27 151 177 143 143 188 202 335 353 315 333
CN28 175 175 143 143 202 202 347 347 315 333
CN29 177 177 143 143 188 202 353 381 315 333
CN30 115 115 0 0 178 178 353 353 333 333
CN31 153 175 147 159 178 178 335 353 315 333
CN32 175 175 147 147 178 178 347 353 333 333
CN33 153 153 147 147 178 178 335 347 315 315
CN34 173 173 143 143 188 202 353 363 315 315
CN35 175 175 147 147 178 178 335 353 315 333
CN36 175 175 147 147 178 178 347 33 315 333
CN37 155 177 147 147 188 188 353 381 315 315
CN38 177 177 143 143 184 184 353 381 315 315
CN39 177 177 143 143 184 202 353 353 333 333
CN40 155 197 143 143 194 206 335 353 315 333
CN41 187 197 143 143 188 188 353 363 315 315
CN42 155 177 143 143 184 184 335 363 291 315
CN43 177 177 143 143 178 192 353 381 315 333

(Continua)
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Apéndice 2. (Continuacidn)
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CN44 177 177 143 143 184 184 335 353 315 315

CN45 151 163 147 147 188 188 335 353 333 333
CN46 153 153 147 147 178 184 335 363 333 333
CN47 155 177 143 143 198 198 353 353 333 333
CN48 177 177 143 143 184 184 335 33 333 333
CN49 177 177 143 143 178 178 347 353 315 315
CN50 155 177 147 147 178 178 335 335 315 315
cB01 177 177 143 143 178 178 335 353 333 333
CB02 115 151 143 143 178 178 335 347 0 0
CB03 115 175 147 159 178 198 335 353 333 333
CB04 163 175 143 143 184 184 335 353 315 315
CBO5 175 187 147 147 178 188 335 335 333 333
CB06 151 151 147 147 178 194 353 353 315 315
cBO7 177 177 143 143 178 178 353 381 333 333
CB08 177 187 143 143 178 184 335 335 0 0
cB09 177 187 143 143 178 178 335 353 315 333
CB10 155 175 143 143 178 188 335 353 333 333
CB11 151 177 143 143 178 178 335 353 333 333
CcB12 151 177 143 143 178 178 353 353 0 0
CB13 155 197 143 143 178 178 335 353 333 333
CB14 163 175 143 143 178 178 335 353 333 333
CB15 163 175 143 143 178 194 335 353 333 333
CB16 175 175 143 143 178 178 335 353 0 0
CB17 153 153 143 143 178 198 353 353 291 291
CB18 153 153 143 143 178 178 335 347 333 333
CB19 151 153 143 157 178 178 335 353 315 315
CB20 155 177 143 143 178 188 335 347 315 315
cB21 177 177 143 143 178 194 335 347 315 315
CB22 197 197 143 143 178 198 335 353 315 315
CB23 175 175 143 143 178 178 353 353 315 315
CB24 197 197 143 143 178 194 335 335 333 333
CB25 153 153 143 143 188 188 335 353 315 315
(Continua)
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CB26 153 153 143 143 198 216 335 335 315 315
CB27 217 217 143 143 192 192 353 353 333 333
CB28 151 151 143 143 178 178 353 353 0 0
CB29 155 177 143 143 198 216 335 353 333 333
CB30 151 151 143 143 178 178 335 335 315 333
CB31 153 153 143 143 178 194 335 347 0 0
CB32 189 189 143 143 198 216 335 353 0 0
CB33 153 187 147 147 178 202 353 353 0 0
CB34 153 177 147 147 194 206 353 353 315 333
CB35 153 197 147 147 184 184 353 353 315 333
CB36 151 151 143 143 178 198 353 353 315 315
CB37 155 155 147 147 192 192 353 353 315 315
CB38 163 177 143 143 188 188 353 353 333 333
CB39 155 177 143 143 192 198 335 353 315 333
CB40 153 153 143 143 178 178 335 353 0 0
CB41 115 175 143 143 178 198 335 353 333 333
CB42 115 115 143 143 188 202 353 353 315 315
CB43 175 175 143 143 192 202 335 353 333 333
CB44 171 171 143 143 178 178 353 381 0 0
CB45 171 175 143 143 178 194 353 353 315 315
CB46 151 153 143 143 198 216 353 381 315 315
CB47 151 153 143 143 188 188 335 353 291 201
CB48 115 217 143 143 184 202 335 353 291 315
CB49 175 175 147 147 178 178 353 353 315 315
CB50 197 197 143 143 188 188 335 353 333 333
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Apéndice 3. Genotipos de Mytilus galloprovincialis.
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GAO1 155 161 147 147 178 188 335 335 315 315
GAO2 181 181 147 147 194 206 335 335 315 315
GAO3 161 163 147 153 188 188 335 347 291 291
GA04 197 197 147 153 188 198 335 347 277 277
GAO5 181 181 147 153 188 194 347 347 315 315
GAO6 161 161 147 157 188 188 335 335 291 315
GAO7 161 161 147 147 174 174 335 335 291 291
GAO8 161 189 147 147 192 202 353 353 277 325
GA0O9 161 161 145 153 174 174 335 353 291 291
GAI0 161 189 143 143 178 198 335 335 315 315
GAI11 161 161 147 157 178 198 335 335 333 333
GAI12 181 189 143 151 178 178 335 335 333 333
GAI13 181 197 147 153 178 178 335 335 315 315
GAl4 163 163 147 147 192 192 335 353 277 325
GAI5 161 161 151 153 184 184 335 335 283 283
GAle 181 181 151 151 184 184 335 367 291 291
GA17 163 181 147 153 192 202 335 335 283 325
GAI8 163 163 147 147 184 184 335 335 315 315
GA19 189 189 147 147 184 184 335 335 283 283
GA20 181 181 147 157 192 202 353 353 315 315
GA21 163 163 147 147 184 184 335 335 315 315
GA22 163 217 147 147 192 202 335 335 307 307
GA23 163 197 143 143 178 178 335 335 291 291
GA24 163 163 145 145 178 178 335 335 315 315
GA25 171 197 145 157 178 192 335 335 291 291
GA26 155 175 147 159 178 194 335 335 315 315
GA27 163 163 145 157 188 202 335 363 333 333
GA28 179 189 147 147 188 202 335 335 283 283
GA29 197 197 147 157 188 202 335 335 315 315
GA30 163 197 147 147 178 178 335 363 283 283
GA31 163 217 145 145 178 178 347 347 315 315
GA32 161 181 147 159 178 202 335 363 283 283
GA33 177 177 147 147 178 192 335 363 283 315
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< m < m m
g < 2 £ 2 3 2 8 g 5 =
£t 2 2 2 8 Y 2 FE 2 oz
= = = = = S = S p= p >
GA34 189 189 147 147 178 188 347 347 315 315
GA35 163 189 145 145 178 178 335 335 333 333
GA36 181 197 147 157 178 178 335 335 283 283
GA37 163 163 147 147 178 178 335 335 283 283
GA38 163 163 147 147 178 178 335 335 283 283
GA39 163 177 143 143 178 178 335 335 315 315
GA40 163 163 145 149 188 202 335 335 333 333
GA41 163 163 147 147 178 178 335 335 0 0
GA42 177 177 143 157 188 202 335 363 315 315
GA43 163 189 143 153 188 202 335 335 325 325
GA44 161 177 143 153 194 206 335 335 283 283
GA45 163 177 141 141 178 192 335 335 325 325
GA46 181 181 147 153 188 198 335 363 283 283
GA47 161 177 147 169 188 202 335 335 333 333
GA48 155 177 147 147 178 192 335 335 315 315
GA49 155 181 153 153 178 192 335 335 315 315
GA50 145 145 145 145 178 178 335 335 315 315
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Apéndice 4. Desequilibrio de ligamiento entre pares de loci para todas las poblaciones
y correccion secuencial de Bonferroni. Numero de test (K): 10, a: 0.05, o/K: 0.005.

Locus 1 Locus 2 P-Value gl a corregido  Significancia

MgulA  Mgu3A  0.022492 0 0.005 NS
MgulA  MT203A  0.28282 1 0.00555556 NS
Mgu3A  MT203A  0.534323 2 0.00625 NS
MgulA  MT282A  0.779415 3 0.00714286 NS
Mgu3A  MT282A  0.045608 4 0.00833333 NS

MT203A MT282A  0.012705 5 0.01 NS
MgulA  Mgl7A  0.834021 6 0.0125 NS
Mgu3A  Mgl7A  0.757092 7 0.01666667 NS

MT203A Mgl7A  0.103341 8 0.025 NS

MT282A  Mgl7A  0.747378 9 0.05 NS
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Apéndice 5. Desequilibrio de ligamiento entre pares de loci dentro de cada poblacién y
correccion secuencial de Bonferroni. Numero de test (K): 60, a: 0.05, a/K: 0.00083.

Poblacion  Locus 1 Locus 2 P-Value al a corregido  Significancia
GA50 MT203A MT282A 0.01501 0 0.00083333 NS
CB50 Mgu3A MT282A 0.018708 1 0.00084746 NS
PA50 MT203A MT282A 0.028972 2 0.00086207 NS
P150 MT 203 A MT 282 A 0.029722 3 0.00087719 NS
GA50 MgulA Mgu3A 0.048408 4 0.00089286 NS

IP50 MT 203A Mg1l1l7A 0.056542 5 0.00090909 NS
GA50 MgulA MT203A 0.064094 6 0.00092593 NS
P150 MgulA Mgu3A 0.06709 7 0.0009434 NS
GA50 MT282A Mgl7A 0.067552 8 0.00096154 NS
CN50 MgulA Mgu3A 0.074628 9 0.00098039 NS
P150 Mgu3A MT282A 0.092884 10 0.001 NS
CB50 MgulA Mgu3A 0.095176 11 0.00102041 NS
IP50 Mgu3A MT 282 A 0.144808 12 0.00104167 NS
IP50 MgulA Mgl7A 0.145584 13 0.00106383 NS
CN50 MgulA MT203A 0.149396 14 0.00108696 NS
GA50 MT203A Mgl7A 0.151424 15 0.00111111 NS
PA50 Mgu3A MT282A 0.174238 16 0.00113636 NS
P150 MT 203 A Mgl7A 0.229958 17 0.00116279 NS
GA50 Mgu3A MT203A 0.24369 18 0.00119048 NS
P150 MgulA MT282A 0.250684 19 0.00121951 NS
CB50 MgulA MT203A 0.271736 20 0.00125 NS
PAS50 Mgu3A Mgl7A 0.274742 21 0.00128205 NS
PAS0 MT203A Mgl7A  0.2827 22 0.00131579 NS
CB50 MgulA MT282A 0.28289%4 23 0.00135135 NS
IP50 Mgu3A MT203A 0.30389 24 0.00138889 NS
PAS50 MgulA Mgu3A 0.313104 25 0.00142857 NS
CN50 MT203A Mgl7A  0.32832 26 0.00147059 NS
PA50 Mgu3A MT203A 0.33786 27 0.00151515 NS
CN50 MT203A MT282A 0.34146 28 0.0015625 NS
IP50 Mgu3A Mgl7A  0.3703 29 0.0016129 NS
CB50 Mgu3A MT203A 0.378714 30 0.00166667 NS
IP50 MgulA MT203A 0.419028 31 0.00172414 NS
GA50 Mgu3A Mgl7A 0.428588 32 0.00178571 NS
CN50 MT282A Mgl7A 0.446812 33 0.00185185 NS
CN50 MgulA Mgl7A 0.489932 34 0.00192308 NS
IP50 MgulA MT282A 0.540632 35 0.002 NS
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Poblacion  Locus 1 Locus 2 P-Value al a corregido Significancia
CB50 MT203A Mgl7A 0.545634 36 0.00208333 NS
CB50 Mgu3A Mgl7A 0.551144 37 0.00217391 NS
CB50 MgulA Mgl7A 0.581366 38 0.00227273 NS
P150 Mgu3A MT203A 0.583924 39 0.00238095 NS
GA50 Mgu3A MT282A 0.611774 40 0.0025 NS
PI50 MT 282 A Mg1l7 A 0.644408 41 0.00263158 NS
GA50 MgulA MT282A 0.687668 42 0.00277778 NS
P150 Mgu3A Mgl7A 0.750622 43 0.00294118 NS
CN50 Mgu3A MT203A 0.762248 44 0.003125 NS
P150 MgulA MT203A 0.774666 45 0.00333333 NS
P150 MgulA Mgl7A 0.779372 46 0.00357143 NS
CB50 MT203A MT282A 0.7866 47 0.00384615 NS
CB50 MT282A Mgl7A 0.808168 48 0.00416667 NS
PA50 MgulA MT282A 0.816458 49 0.00454545 NS
CN50 MgulA MT282A 0.820442 50 0.005 NS
GA50 MgulA Mgl7A 0.823072 51 0.00555556 NS

IP50 MT 203 A MT 282 A 0.844414 52 0.00625 NS
CN50 Mgu3A Mgl7A 0.851696 53 0.00714286 NS
CN50 Mgu3A MT282A 0.865814 54 0.00833333 NS

IP50 MT282A Mgl7A 0.92888 55 0.01 NS
PA50 MgulA MT203A 0.935788 56 0.0125 NS
PA50 MgulA Mgl7A 0.955526 57 0.01666667 NS
PAS50 MT 282 A Mgl7A 0.991512 58 0.025 NS

IP50 MgulA Mgu3A 0.999328 59 0.05 NS
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Apéndice 6. Frecuencias alélicas para cinco loci microsatélite en cinco localidades de
Muytilus chilensis y una localidad de Mytilus galloprovincialis.

Localidades
Locus Alelo GA IP PA Pl CN CB
115 - 3.00 4.00 - 2.00 6.00
145 2.00 - - - - -
151 - 8.00 6.00 3.00 3.00 14.00
153 - 19.00 6.00 12.00 9.00 18.00
155 4.00 26.00 21.00 17.00 8.00 7.00
161 17.00 - - - - -
163 28.00 1.00 6.00 12.00 13.00 4.00
171 1.00 3.00 2.00 1.00 - 3.00
Maul 173 - 2.00 6.00 4.00 4.00 -
175 1.00 2.00 10.00 2.00 13.00 16.00
177 9.00 11.00 11.00 12.00 24.00 15.00
179 1.00 - - - - -
181 16.00 10.00 13.00 20.00 11.00 -
187 - 6.00 7.00 5.00 3.00 4.00
189 10.00 - 2.00 6.00 - 2.00
197 9.00 4.00 1.00 2.00 6.00 8.00
217 2.00 5.00 5.00 2.00 2.00 3.00
225 - - - 2.00 2.00 -
141 2.00 - - 1.00 - -
143 10.00 58.00 31.00 62.00 74.49 83.00
145 12.00 - - - - -
147 48.00 33.00 51.00 36.00 23.47 15.00
149 1.00 - - - - -
Mgu 3 151 4.00 - i i i i
153 12.00 - - - - -
157 8.00 7.00 9.00 - 1.02 1.00
159 2.00 2.00 9.00 1.00 1.02 1.00
169 1.00 - - - - -
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Localidades
Locus Alelo GA IP PA Pl CN CB
174 4.00 - - - - -
178 37.00 44.00 36.00 45.00 34.00 50.00
184 10.00 6.00 6.00 13.00 12.00 6.00
188 16.00 18.00 30.00 21.00 18.00 12.00
192 11.00 - 2.00 1.00 1.00 6.00
MT 203 194 4.00 4.00 6.00 - 7.00 7.00
198 4.00 10.00 7.00 4.00 8.00 10.00
202 12.00 10.00 7.00 11.00 11.00 4.00
206 2.00 5.00 3.00 1.00 7.00 1.00
216 - 2.00 3.00 3.00 2.00 4.00
220 - 1.00 - 1.00 - -
335 79.00 40.00 28.00 41.00 33.00 37.00
347 8.00 17.00 18.00 14.00 10.00 5.00
353 6.00 41.00 49.00 41.00 52.00 55.00
MT 282 363 6.00 - - - - -
367 1.00 - - - - -
381 - 2.00 5.00 4.00 5.00 3.00
277 4.08 - - - - -
283 22.45 - - - - -
291 13.27 10.29 7.78 4.00 6.25
Mg 17 307 2.04 - - - - -
315 38.78 60.29 60.00 54.65 52.00 45.00
325 7.14 - - - - -
333 12.24 29.41 32.22 45.35 44.00 48.75




