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RESUMEN

Se determiné la estructura filogeografica del bivalvo Mesodesma donacium a través de
secuencias parciales del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1 (COIl) obtenidas desde
especimenes de 12 localidades entre 18° y 42° S. Los analisis de la red de haplotipos y el
arbol filogenético mostraron la presencia de dos clados genéticamente distintos y
geograficamente segregados, con una zona de contacto secundario comprendida entre
los 32° a 34° S. El nivel de divergencia entre los clados (6%) se encuentra por sobre los
valores descritos para especies hermanas en bivalvos (3%) lo que sugiere que ambos
clados podrian haber evolucionado a especies distintas producto de alguna(s) barrera
biogeografica. A través de la aproximacion del reloj molecular se estimoé que el inicio de
la separacion entre los clados habria ocurrio ca. 5.9 M.a. Los analisis de inferencia
demografica realizados sobre cada clado demuestran que ambos presentan historias
demograficas similares, independiente de los factores climaticos y oceanograficos a los

cuales han estado expuestas sus poblaciones.



ABSTRACT

The phylogeography structure of the bivalve Mesodesma donacium was determined
through partial sequences of the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase I (COI)
obtained from specimens of 12 sites located 18° and 42° S. Analysis of the network of
haplotypes and the phylogenetic tree showed the presence of two genetically different
clades which are geographically segregated, with a secondary contact zone between 32°
to 34° S. The level of divergence among clades (6%) is above values described for
sister species in bivalves (3%) suggesting that both clades may have evolved into
different species product of some biogeographic barrier. The molecular clock
approximation estimated that the beginning of the separation between clades would have
ocurred ca. 5,9 M.y. The analysis of demographic inference carried out on each clade
showed similar demographic histories, independent of oceanographic and climatic

factors to which populations have been exposed.



INTRODUCCION

El origen y la mantencién de la diversidad genética en las especies en un tema central en
la biologia evolutiva. Comprender estos procesos en el océano es particularmente dificil
debido que en las especies marinas las barreras al flujo genético son menos obvias, por
lo que se ha considerado que éstas presentan una diferenciacion geografica de menor
magnitud que las especies terrestres. Esto significa que regiones oceanicas muy
separadas geograficamente pueden estar conectadas, comportandose en algunos casos
como una gran poblacién panmictica (Palumbi, 1994; Launey y col., 2002). Junto a lo
anterior, la ausencia de barreras, los grandes tamafios poblacionales (Launey y col.,
2002) y el potencial de dispersién de las especies marinas harian mas lenta, ¢ incluso
impedirian la diferenciacién genética entre las poblaciones.

Para especies que habitan amplios rangos geograficos el proceso evolutivo mas utilizado
para explicar la discontinuidad genética es la vicarianza. Es asi como factores biologicos
y/o fisicos pueden impedir el flujo genético de los organismos con desarrollo
planctonico, generando quiebres a lo largo de las distribuciones geograficas de las
especies.

Sin embargo, existen especies marinas que a pesar de tener un alto potencial de
dispersion, presentan una alta diferenciacion genética a grandes escalas, sugiriendo que

el flujo génico podria a pesar de todo, estar limitado (Palumbi, 1992).



A partir de la literatura se puede observar que el potencial de dispersion por si solo es
un predictor imperfecto de la conectividad de las poblaciones, y que la estructura
genética de las poblaciones marinas a menudo contradice lo esperado por la estrategia de
historia de vida (Patarnello y col., 2007). Por ejemplo, Breton y col. (2003) observa que
entre dos especies de poliquetos, una con desarrollo larval planctonico de 9 dias y otra
con desarrollo larval directo, es esta ultima la que presenta una estructuracion genética
significativa sobre poblaciones dentro de un pequefio rango geografico.

La integracion de datos genéticos y geograficos ha provisto un medio para descubrir las
barreras al flujo genético en el ambiente marino (Lessios y col., 2001), a través de la
filogeografia, termino introducido por Avise y col. 1987), la cual puede definirse como
un campo de estudio concerniente con los principios y procesos que gobiernan las
distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos, especialmente aquellos dentro y
entre especies estrechamente relacionadas, permitiendo comprender cémo eventos
histéricos han ayudado a dar forma a la actual distribucién geografica de genes,
poblaciones y especies.

La acumulacion de estudios filogeograficos durante los tultimos 20 afios, ha permitido la
comparacién de patrones geograficos de variacion genética entre taxas co-distribuidos
arrojando la presencia de patrones espaciales intraespecificos producto de una historia
biogeografica compartida. Estudios realizados en la estrella Patiriella regularis, especie
endémica que habita las costas Nueva Zelandia, arrojé que no existia una diferenciacion
genética significativa entre la isla del norte y la del sur, indicando que la separacion

entre las islas no es una barrera en si. Sin embargo, si se encontré una diferenciacion



significativa entre la zona mds al sur de la isla sur, zona con presencia de surgencia
(Ayres y Waters, 2005); encontrdndose un patrén similar en el mitilido Perna
canaliculus con una alta diferenciacién genética hacia el sur de la isla (Apte y Gardner,
2002). De esta manera, las zonas de surgencia son fenémenos biogeograficos
importantes para delimitar el flujo genético actual, pudiendo transportar las larvas fuera
de las zonas de reclutamiento o manteniéndolas dentro impidiendo la dispersion.
(Castilla y col., 2002b).

Uno de los limites biogeograficos mas reconocidos es Point Conception, ubicado al sur
de California (USA), el cual esta descrito a partir del fin de la distribucién de especies lo
que podria predecir un quiebre genético dentro de aquellas que atraviesan este limite.
Sin embargo, una serie de estudios, entre ellos los de Burton (1998) y Dawson (2001),
dan cuenta que a nivel genético no se aprecia diferenciacion. No es el caso de otro limite
biogeografico reconocido para el hemisferio norte, Cape Cafiaveral en la Peninsula de la
Florida. Este limite ha sido varias veces a lo largo del tiempo geolégico una barrera para
la dispersion entre las poblaciones conespecificas del norte del Golfo de México y la
costa Atlantica (Avise, 1992), separando faunas donde se distribuyen especies hermanas.
Por ejemplo especies cercanas del bivalvo del género Merceraria (Bert y Arnold, 1995)
y del cangrejo del género Menippe (Bert y Harrison, 1988) coinciden geogrificamente
en esta zona, e incluso frecuentemente se presenta hibridacion producto de un contacto
secundario entre las poblaciones separadas por aparicion de la Peninsula de la Florida.
La coincidencia entre los limites de la distribucién de estas especies y su filogeografia

intraspecifica sugiere una historia geolégica en comiin. En contraste, Point Conception



(USA) representa un limite biogeografico de dos grupos de faunas que se encuentran
relacionadas filogenéticamente (Burton, 1998). Otros quiebres descritos en la literatura
son el del Océano més Austral (Southern Ocean) y las aguas ocednicas circundantes
asociadas con la formacidn del Frente Polar Antartico alrededor de 20 a 30 millones de
afios atras (M.a.) (Bargelloni y col., 2000); el correspondiente al Istmo de Panama que
separo el Océano Pacifico Ecuatorial y el Océano Atlantico hace 3.1 a 3.5 M.a. (Avise,
2000); y la separacion entre el Mar Baltico y el Mar del Norte unos 7500 afios atras
(Olsen y col., 2004) quiebre considerado reciente.

En el estudio de la filogeografia el marcador molecular mas utilizado ha sido el ADN
mitocondrial (ADNmt), entre los factores que lo han hecho un marcador muy usado, se
incluye su herencia uniparental, su haploidia, y su aparente falta de recombinacion.
Ademds la disponibilidad de partidores mitocondriales animales universales
desarrollados por Folmer y col. (1994) ha permitido la comparacién de datos obtenidos
en diferentes taxas como por ejemplo equinodermos (Palumbi, 1996), insectos
(Vandewoestijn y col.. 2004), gastropodos (Wise y col.., 2004), bivalvos (Lapegue y
col.., 2006), ascidias (Castilla y col.., 2002a) entre otros. Para examinar la estructuracion
geografica de los linajes genéticos se muestrean individuos a través de todo el rango de
distribucion de las especies para luego caracterizar su ADNmt. Los haplotipos
(secuencias de ADN que difieren en uno o mas sitios) resultantes son usados para inferir
filogenias o arboles de genes las cuales reflejan las relaciones evolutivas, calculando la
diferencia entre pares de secuencias, donde la similaridad entre éstas nos entrega

informacién de cuanto ha divergido una de la otra, observandose generalmente que las



secuencias similares han divergido recientemente mientras que a medida que las
diferencias entre las secuencias aumentan corresponden a linajes que han evolucionado

independiente por un periodo largo de tiempo.

Caracteristicas de la costa chilena

En la costa chilena la clasificacion biogeografica de la diversidad de especies litorales ha
sido desarrollada a partir de compilaciones de distintos estudios. Se encuentran descritas
dos provincias biogeograficas mayores: 1.-)Una provincia templada calida al norte de
los 30° S, conocida como Peruviana, y 2.-)Una provincia templada fria que se inicia a
los 42° S, conocida como Provincia Magallanica o Patagonica (Brattstrom y Johanssen,
1983; Camus, 2001). El contacto entre ambas provincias llevaria a la formaciéon de una
zona transicional donde coexisten especies de ambas regiones, cuyo limite no ha sido
definido claramente, siendo segun Brattstrom y Johanssen (1983) entre los 40 y 41° S, o
entre los 35 a 48° S segin Lancelotti y Vasquez (1999). Sin embargo, la validez de estas
clasificaciones ha sido discutida debido a los criterios para establecer la resolucion del
estudio (Camus, 2001).

Uno de los factores abidticos, que segun la literatura, es relevante para la distribucion de
la biota marina es el patréon de circulacion de las corrientes marinas. La circulacion
general del mar en las costas chilenas esta fuertemente influenciada por la circulacion
atmosférica de los vientos en el Pacifico Suroriental. Una corriente oceanica superficial

conocida como Deriva del Oeste se divide al acercarse al continente (entre los 40° - 45°



S), originando y regulando la circulacion en las costas de Chile. Hacia el norte fluyen la
Corriente Oceanica y la Corriente Costera de Humbolt (o del Pert) alcanzando una
profundidad aproximada de 300 y 400 metros. Ambas transportan aguas de origen
subantartico de baja salinidad y de baja temperatura siendo la Corriente Costera mas fria
que la Oceéanica (Camus, 2001).

Ambas Corrientes se encuentran separadas por un flujo hacia el sur resultado de un
cambio estacional en la direccién de la Corriente Oceanica del Peru la cual se une a la
Corriente Sur Ecuatorial formandose la Contracorriente del Perd, que alcanza
aproximadamente los 48° S. Este flujo se desplaza de manera subsuperficial con una
extension estacionalmente variable y que transporta agua entre los 200 y 400 m de
profundidad.

Por debajo de la rama costera de la Corriente de Humbolt, viaja otra contracorriente
subsuperficial, la Subcorriente Peruana Chilena, ubicada entre los 100 y 400 metros de
profundidad. Fluye desde la zona norte del Peri hasta la isla Grande de Chiloé
transportando agua subsuperficial ecuatorial de alta salinidad y bajo contenido de
oxigeno entre los 100 y 400 metros de profundidad.

Junto a las anteriores, la costa del norte de Chile presenta una corriente superficial débil,
denominada Contracorriente Costera de Chile que afecta hasta aproximadamente los 150
metros de profundidad y que transporta agua subtropical salada, célida, rica en oxigeno
desde el noroeste hacia el sur entre la Corriente Costera del Peri y la costa y
parcialmente sobre la Subcorriente Pera Chile.

LLa rama hacia el sur de la Corriente de Deriva del Qeste, la Corriente del Cabo de



Hornos, fluye paralela a la costa, bordeando hasta el extremo sur del archipiélago
chileno continuando hacia el Este hasta unirse a la corriente de Falkland en el Atlantico.
Las aguas superficiales transportadas por esta corriente, son una mezcla entre las aguas
provenientes de los canales y Agua Subantartica, conformandose un Agua Subantartica
modificada, ya que presenta una menor salinidad. Esta corriente se une a la corriente
circumpolar Antartica en el Paso de Drake.

Otros factores abioticos relevantes para la distribucion de la biota marina son 1) la forma
de la costa y ancho de la plataforma continental, donde la forma de la costa influye en la
intensidad de la surgencia costera (Figueroa y Moffat, 2000), mientras que la forma de la
plataforma continental afecta la calidad de las aguas de surgencia. 2) Los vientos en la
zona costera determinan parte importante de la circulacidon costera, y por lo tanto afectan
aspectos importantes de la biologia de las especies como tiempos de residencia o la
simple adveccion de aguas. 3) La temperatura superficial del mar en la zona costera
(TSM) donde los gradientes latitudinales de TSM explican una proporcion significativa
de las variaciones regionales en la abundancia de los grupos funcionales mas abundantes
en la zona intermareal chileno (Broitman y col. 2001). En resumen, tanto la intensidad
de la surgencia como la calidad de las aguas, afectan a los organismos marinos a traves
de la temperatura, cantidad de nutrientes y patrones de circulacion (Jaramillo y col
2006)

El fenémeno de surgencia puede verse disminuido por eventos de escala global como

“El Nifio”, cuya ocurrencia causa, principalmente en la zona norte, el aumento de la



temperatura superficial del mar, profundizacion de la termoclina y una disminucion en el
contenido de oxigeno en el agua. A nivel atmosféricos, asociado en su mayoria al
debilitamiento del Anticiclon del Pacifico, “El Nifio” causa abundantes precipitaciones

en la zona central e inusuales lluvias en la zona norte de nuestro pais (Avaria y col.,,

2004).

Mesodesma donacium, “macha”

El bivalvo Mesodesma donacium (Bivalvia:-Mesodesmatidae) conocido como “macha”,
habita las playas expuestas de arena en la costa chilena y peruana (entre los 5°S y 42°5).
Dentro de Sudamérica, el género Mesodesma se encuentra representado por dos
especies: Mesodesma donacium Lamarck (1818) en la costa Pacifica, y M. mactroides
(Deshayes, 1854) en la costa Atlantica (desde Brasil 24°S hasta Argentina 41°S). A
partir de la evidencia fosil de Mesodesmatidae se sugiere que la familia no es endémica
de Sudamérica, si no que se habria originado en Australasia, para gradualmente invadir
Sudafrica, Nueva Zelandia y la Antartica y, en sucesivas migraciones habria llegado a
Sudamérica (von lhering, 1907). La presencia de Mesodesma (M. attenuata) en la
formacion Oamaru (Nueva Zelandia) perteneciente al Eoceno (entre 33.5 y 55.6 M.a.);
su ausencia en los registros fosiles de los depdsitos del Perti y de la Patagonia Terciaria,
ademas de su ausencia en los registros de isla lpun (44°33°S - 74°57°W) e 1sla Guafo
(43°37°S - 74°45’W) durante el Mioceno Inferior y Medio tardio entre los 16 y 11.2
M.a. (Martinez, 1988; Frassinetti y Covacevich, 1999; Frassinetti, 2000 y 2004), junto

con la presencia en el Plioceno, alrededor de los 5.3 M.a., de los primeros registros de



Mesodesma donacium en la localidad de Horcon, 32°71°S - 71°50°W (Herm, 1969),
sugieren que el género se establecid en Sudamérica entre el Mioceno Superior y el
Plioceno, entre los 11.2 y los 5.3 M.a. como parte de una migracion importante de
moluscos Antarticos, los cuales colonizaron hacia el norte de Sudamérica, modificando
profundamente la fauna de las costas chilenas y argentinas (von lhering, 1907). Siendo
en este periodo donde se habria originado la separacion entre ambas especies
sudamericanas.

El rango actual descrito de distribucion geografica de M. donacium, abarca por el norte
desde la bahia de Sechura en Per (5°S) hasta el extremo sur de la isla de Chiloé¢
(alrededor de los 43°S) (Osorio y Bahamonde, 1968) (Figura 1). Biogeograficamente su
distribucion corresponde a la Provincia Peruviana, estando el limite de su distribucion
sur dentro de la denominada zona de Transicion.

La “macha” es una especie dioica sin dimorfismo sexual con periodos de desove anuales
o semianuales que dependen de las variaciones ambientales locales, principalmente la
temperatura del agua y de la disponibilidad de alimento (Tarifefio, 1980). Presenta una
larva pelagica cuyo tiempo de permanencia en la columna de agua, obtenido en
laboratorio, es de alrededor de 26 - 28 dias (Carstensen y col., 2006). Posteriormente la
larva se asienta parchosamente en ambientes de arena en la zona intermareal y
submareal, donde los individuos juveniles y adultos se encuentran segregados
observandose que las machas pequefias menores a 20 mm. se encuentran

preferentemente en la zona intermareal o mesolitoral (entre la linea de mas alta marea y



la zona que queda sin agua durante la marea baja), mientras que los tamafios mayores se
encuentran casi exclusivamente en la parte mas profunda (Jaramillo y col ., 1994). La
macha no se encuentra en ambientes con bajas salinidades (Ortiz y Stotz, 1996) y evita
las zonas con sedimentos finos y alto contenido de materia orgéanica (Jaramillo y col..,
1994; Miranda, 2001).

La pesqueria de la macha histéricamente ha sido importante dentro del subsector pesca
artesanal siendo de gran valor comercial a lo largo de la costa del Pacifico. En Chile en
la década de los ochenta el desembarque nacional aumento desde 2.843 toneladas (ton.)
a 17.122 ton. en 1989, representando esta ultima cifra el 16% del total de moluscos
desembarcados a nivel nacional. Posteriormente en los noventa el volumen
desembarcado disminuy6 desde 9.397 ton. en 1990 a 6.464 ton. en 1998. Desde el aiio
1999 el desembarque cae abruptamente alcanzando solo 2.349 ton. el afio 2003, el resto
del periodo no se alcanzan las 2.000 ton. (Datos Servicio Nacional de Pesca.
Sernapesca).

La sobreexplotacion del recurso, unido a los eventos de “El Nifio” han reducido
enormemente las densidades poblacionales en su distribucion a lo largo del Pacifico,
desapareciendo bancos histdricos casi por completo, como por ejemplo Ritoque, V
Region (Gonzalez, 2001) y playa “Las Machas”, I Region (Jerez y col. Provecto FIP,
1999). De acuerdo a Miranda (2001) la llegada del fendmeno de “El Nifio” del afio 1997
aumento la mortalidad de los individuos de M. donacium de la Bahia de Coquimbo,

desapareciendo completamente durante los primeros meses de 1998, Ademas determina
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que coincidentemente con esta desaparicion se registro la ocurrencia de un aumento en
la frecuencia de marejadas, asi como disminuciones en las salinidades, y de aumentos en
las concentraciones de seston total. Un efecto similar de mortalidad masiva y paulatina
de las poblaciones de macha por efecto de “El Nifio” fue observado en el litoral sur de
Perti, existiendo bancos naturales que no habian logrado recuperarse para finales del
2003 (Quiroz y Tejada Informe técnico IMARPE, 2004). A partir de registros
arqueologicos se han detectado que las poblaciones de macha han sufrido los efectos de
“El Nifio” desde hace aprox. 4000 afios (Avalos y Rodriguez, 1994; Guzman y col,
2000), desapareciendo completamente de la fauna malacologica de los sitios estudiados.
Por otra parte, las anomalias frias relacionadas al evento de “La Nifia” de 1999-2000
también habrian afectado las poblaciones de macha, previniendo la recolonizacion
natural de la especie (Barriga y Quiroy, 2002).

Estudios previos realizados con isoenzimas a poblaciones de M. donacium arrojaron
resultados opuestos. Por una parte, analisis a individuos de poblaciones de Coquimbo,
Quidico y Chiloé, fueron comparadas genéticamente por electroforesis de tres loci: Lap,
Pgi, AAT, mostrando la poblacion de Coquimbo diferencias en las frecuencias génicas,
presentando ademas una baja variabilidad multiloci, lo que sugiere una diferenciacion
genética geografica al interior de la distribucion de M. domacium (comunicacion
personal R. Guifiez). Por otra parte, un segundo estudio realizado entre individuos
provenientes de poblaciones de Hornitos, Coquimbo, Tongoy, Nehuentué (IX Region),
Cau-Cau (Chiloé) en el cual se estudiaron 18 isonzimas, dentro de las cuales se
encuentran las tres usadas en el estudio anterior, arrojo que en sus indices de identidad y

distancia genética
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practicamente no habia diferencia entre las poblaciones muestreadas (Stotz y col.,
Proyecto FIP 2003), no observandose correspondencia de estructuracion genética con las
regiones biogeograficas descritas para la costa chilena. Sin embargo, a pesar de esta
contradiccion en los resultados de los estudios isoenzimaticos existe evidencia que este
marcador genético no presenta una adecuada resolucion para determinar los limites entre
zonas biogeograficas, ya que evoluciona lentamente en comparacion con el ADN
mitocondrial, el cual si es capaz de resaltar dichos quiebres (Reeb y Avise, 1990).

En vista de los antecedentes anteriores, esta tesis permitira visualizar la distribucion de
la diversidad genética en M. donacium, 1o que es relevante para la biologia de la

conservacion y el manejo del recurso.
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HIPOTESIS I

Si la alta potencialidad de dispersion de la larva de M. donacium mantiene una
continuidad genética entre las poblaciones, entonces a lo largo de la costa chilena (entre
los 18,5°S y 43° S) se espera encontrar una baja estructuracion genética bajo un modelo

de aislamiento por distancia.

HIPOTESIS 11

Si los factores ambientales, oceanograficos e historicos que definen las zonas
biogeograficas de la costa de Chile afectan el flujo génico de M. donacium, entonces se
espera encontrar una concordancia entre la ubicacion de los limites biogeograficos de

dichas zonas y los quiebres filogeograficos de M. donacium.



De acuerdo a las hipotesis planteadas los objetivos de la presente tesis son:

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el patrén filogeografico en el bivalvo Mesodesma donacium Lamarck

(1818) dentro de su distribucién geografica natural en la costa chilena (aprox. entre los

18,5° S y 43° S).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la estructuracion espacial de la diversidad genética en las poblaciones de

M. donacium, basado en el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1 (COT1).

2. Evaluar si los quiebres biogeograficos descritos para la costa chilena se ven reflejados

en la estructura genética espacial de las poblaciones de M. donacium



MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS BIOLOGICAS

Se recolectaron individuos de M. donacium desde doce localidades a lo largo de su
distribucion geografica conocida (Figura 1), siendo Puerto Libre (PE, 18°18' S - 70°26'
W) ubicada en el limite sur de Peru el muestreo mas al norte de la distribucion de la
especie. La recoleccion de este sitio fue realizada por funcionarios del Instituto del Mar
del Peru (IMARPE) y luego enviado al laboratorio en Santiago de Chile para su analisis.
Los once sitios restantes corresponden a localidades chilenas: Playa Peruana (PP, 21°09'
S - 70°06' W), Hornitos (HO, 23°29' § - 70°05' W), Coquimbo (CO, 29°57' S - 71°20'
W), Los Vilos (LV, 31°55' S - 71°31' W), Longotoma (LG, 32° 21'S - 71°26' W),
Ritoque (RT,32°50' S - 71°31' W), San Sebastian (SS, 33°32' S - 71°36' W), Matanzas
(MT, 33°57' S - 71°52' W), Mehuin (ME, 39°26' § - 73°13' W), Pucatrihue (PU, 40°28'
S - 73°38' W) y Cucao (CU, 42°38' S - 74°09' W) (Tabla 1). Los muestreos en estas
localidades fueron realizados por macheros, excepto Ritoque que fue muestreada
personalmente por la autora. Las machas se recolectaron tanto desde la zona intermareal
como submareal, asi como indistintamente individuos adultos y juveniles. Las muestras
se limpiaron con agua dulce y luego fueron conservadas completas en etanol 95% hasta

su procesamiento en el laboratorio.
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Ademas se obtuvieron muestras de individuos de otras dos especies de la familia
Mesodesmatidae; M. mactroides recolectadas en la costa de Uruguay en el 2003 por el
Dr. Omar Defeo, e individuos de Paphies australis recolectadas en Whangateau Harbour
(36°19” S, 174°46° W), Nueva Zelandia por el Dr. Juan Carlos Castilla. Las muestras de

M. mactroides y P.australis fueron tejido del masculo del pie conservado en etanol 95%.

-78.750'  -68.333"

1047

0.000°

S04 T

-20.833

-31.250°

-41.667°

52.083°

Figura 1.- Mapa del rango de distribucion de Mesodesma donacium a lo largo de la costa

Pacifica. En la seccion ampliada se observan las localidades muestreadas.
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Localidad Codigo Pais Coordenadas N
Puerto Libre PE Pert 18°18'S-70°20' W 2
Playa Peruana PP Chile 21°09'S - 70° 06' W 2

Hornitos HO Chile 23°29'S -70°05' W 4

Coquimbo CcO Chile 29°57'S-71°200' W 2

Los Vilos LV Chile 31°55'S-71°31'W 3

Longotoma LG Chile 32°21'S-71°26'W 9
Ritoque RT Chile 32°50'S-71°31'W 6
San Sebastian SS Chile 33°32'S-71°36'W 11
Matanzas MT Chile 33° 57" S-71°52'W 2
Mehuin ME Chile 39°26'S-73°13'W 9
Pucatrihue PU Chile 40°28'S -73°38' W 3
Cucao CU Chile 42°38'S-74°09'W 7

Tabla 1. Localidades muestreadas y el nimero de individuos secuenciados para cada

localidad. (n=60)
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ANALISIS MOLECULAR

La extraccion del ADN gendmico total se realizo a través de aprox. 0.5 cm® de tejido del
musculo del pie al cual se le aplico el protocolo Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico
(Sambrook y col.., 1989). Se amplifico un fragmento del gen Citocromo Oxidada
subunidad 1 (COI) de aproximadamente 700 pares de bases a través de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) usando los partidores universales descritos por Folmer y

col.. (1994):

LCO-1490 (5°- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") y

HCO-2198 (5°- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA - 3°)

La reaccion de PCR para un total de 10 pl de volumen incluyo 1 pl de MgCl,, 1 pl de
buffer 10X PCR, 1.3 pl de dNTPs, 0.27 ul de cada partidor, 0.3 ul de BSA, 0.1 pl de
Taq (5U/ml) y aproximadamente entre 0.1 a 1 ng ADN gendmico.

Las reacciones fueron realizadas en un termociclador Gene Amp. PCR System 9700
Applied Biosystems con las siguientes condiciones de amplificacion: un paso de
denaturacion inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos consistentes en 95°C por
40 segundos, 45 segundos a 50°C de alineamiento y 1 minuto a 72°C de extension, y
finalmente un paso de extension adicional de 10 minutos a 72°C. Los productos de
amplificacion fueron purificados utilizando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR

Clean-up System (Promega) y cuantificados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
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Inicialmente las muestras fueron secuenciadas en el secuenciador automatico de ADN
ABI 3100 (Applied Biosystems) en el laboratorio de Diversidad Molecular, del
Departamento de Ecologia de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.
Posteriormente las muestras fueron enviadas a secuenciar a Macrogen Inc., Korea quien

posee un secuenciador automatico 3730x1.

ANALISIS DE DATOS

Las secuencias de ADN obtenidas fueron alineadas manualmente en el programa Proseq
version 2.91 (Filatov, 2002). Para obtener los indices de diversidad molecular se utilizo
el programa ARLEQUIN version 3.1 (Excoffier, 2003), con el cual se obtuvo una
descripcion general de los datos: nimero de sitios polimorficos (S), numero de
haplotipos (K), diversidad nucleotidica (w; Nei, 1987), nimero de diferencias promedio
entre secuencias (I1), diversidad haplotipica (H; Nei, 1987).

Para establecer la genealogia intraspecifica entre los haplotipos se utilizé el programa
NETWORK version 4.5.0.1. (Fluxus Technology Ltda., 2004) con la aproximacion de
median joining obteniendo la representacion grafica conocida como network (red de
haplotipos) que permite representar los datos intraspecificos mediante linajes
multibifurcados recientemente evolucionados mostrando las potenciales vias evolutivas
alternativas en forma de circulos (Bandelt y col. 1999) de manera que acomode la
coexistencia de ancestros con sus descendientes.

La historia demografica de las poblaciones estudiadas fue inferida a través del analisis

de la distribucion de la “mismatch” de las secuencias (representacion en forma de
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histograma de la frecuencia de pares de diferencias entre haplotipos) en el programa
DNASP 4.10.9 (Rozas y col. 2003). Este método se basa en el supuesto que eventos
historicos de crecimiento y declinacién poblacionales, bajo el supuesto de neutralidad,
dejan senales distintivas en las secuencias de adn comparadas con poblaciones de
tamafio constante. Asi en poblaciones que han experimentado un crecimiento reciente se
espera encontrar una distribucion unimodal de pares de diferencias entre secuencias,
mientras que las que se encuentran en equilibrio demografico presentan distribuciones
multimodales (Rogers y Harpending, 1992).

Las reconstrucciones filogenéticas entre los haplotipos (secuencias) se realizaron en el
programa PAUP* VERSION 4.01b (Swotford, 1998). Para determinar el modelo de
evolucion que mejor se ajustaba a los datos de secuencias, se utilizo el programa

MODELTESTserver 1.0 running modeltest VERSION 3.8, hitp://darwin.uvigo.es/

(Posada y Crandall, 1998). Posteriormente el modelo y sus parametros (frecuencias de
las bases, tipos de sustituciones nucleotidicas, variacion entre-sitio, y proporcion de
sitios invariantes) fueron aplicados al método de reconstruccién filogenética de Maxima
Verosimilitud (Maximun Likelihood). Para optimizar la obtencién del mejor arbol
filogenético se realizd una busqueda heuristica; la robustez de las ramas fue validada por
la prueba de remuestreo bootstrap con 1000 replicas (indicados por el porcentaje sobre el
arbol) que dan fiabilidad a la topologia del arbol.

Para obtener una estimacion de la divergencia entre los haplotipos se calculd la distancia
genetica con el programa PAUP* (Swofford, 1998).

Para estimar el tiempo de divergencia entre los clados se puso a prueba la hipotesis del
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reloj molecular, la cual afirma que la tasa de cambio molecular es constante a traves de
todas las ramas de un arbol bajo el supuesto que la cantidad de diferencia genética entre
secuencias es funcion del tiempo de separacion. En este método se utiliza una Prueba de
Razon de Verosimilitud (Likelihood Ratio Test = LRT) en la cual se comparan los
valores de veromisilitud (likelihood) obtenidos desde un arbol y su modelo de evolucion,
sin el supuesto de reloj molecular y los valores obtenidos forzando un reloj molecular
sobre el arbol, determinando si los datos pueden ser explicados igualmente bien con o
sin el supuesto de reloj molecular. En este caso tenemos N-2 grados de libertad, donde N
es el namero de taxas. El test estadistico es la diferencia en los —In de los valores de

verosimilitud (likehood) multiplicados por dos, LRT = 2%(In;-Iny).
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RESULTADOS

Se obtuvieron 60 secuencias parciales de COI de 510 pares de bases desde 60
individuos. Las secuencias presentaron 50 sitios polimorficos (Tabla 2), 39 de los cuales
resultaron parsimoniosamente informativos, no detectandose deleciones ni inserciones.
A partir del analisis de las 60 secuencias se definieron 31 haplotipos dando una
diversidad haplotipica total (H) de 0,925 + 0,0001 y una diversidad nucleotidica (7, Nei)
de 0,336 + 0,017. El nimero de diferencias promedio entre secuencias (I1) fue 16,344 +
8,189 (Tabla 3).

El analisis de la red de haplotipos (Figura 2a) de las localidades muestreadas revela la
presencia de dos grupos de haplotipos bien diferenciados. El grupo 1 que lo
denominaremos como “CentroNorte” agrupa a los individuos provenientes de Puerto
Libre, Peru (n=2), Playa Peruana (n=2), Hornitos (n=4), Coquimbo (n=2) y Los Vilos
(n=3); mientras que en el grupo 2 que lo denominaremos como “CentroSur” se agrupan
los individuos provenientes de Mehuin (n=9), Pucatrihue (n=3) y Cucao (n=9). El resto
de las localidades muestreadas Longotoma (n=9), Ritoque (n=6), San Sebastian (n=11) y
Matanzas (n=2) presentan haplotipos en ambos grupos (Figura 2b).

El histograma producido por el analisis de “mismatch” (Figura 3) presenta una

distribucion bimodal. Si bien este tipo de distribucion se puede interpretar como una
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poblacion estable, examinado la red de haplotipos se sugiere que la bimodalidad es
producto de los dos linajes bien diferenciados uno del otro, donde la primera sefial
corresponde a las diferencias intragrupo (moda de 5 pares de diferencias) y la segunda
seflal sobre las 25 pares de diferencia (moda de 29 pares de diferencias) sefalaria

diferencias intergrupo no recientes.

10 20 30 40

Hap 1 TTTAAGTTTATTCTTCTCTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 2 TTTAGGTTTATTCTTCICTCTTTACCTGTATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 3 TTTAGGTTTATTCTTCTATCTTTATCCGTATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 4 TTTAGGTTTATTTTTCTCTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 5 TTTAGGTTTATTCTTCICTCITTACCTGTATTGCTATAACTTAATTTCTT
Hap 6 TTTAGGCTTATTTTTCTCTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTTCTT
Hap:7 TCTAGATTTATTCTTCTCTCTTTGCCTATATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 8 TTTAGGTTTATTTTTCTCTCTTTACCTATATTACTATAACTTAATTCCTT
Hap 9 TTTAGGTTTATTTITCTICTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTTCTT
Hap 10 TTTAGGTTTATTCTTCTCTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTCCCT
Hap 11 CTTGGACTTGTTTICTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCCGGCCTCTT
Hap:lZ CTTGGACTTGTTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCCGGTCTCTT
Hap 13 CTTGGACTTGTTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCCGACCTCTT
Hap 14 TTTAGGTTCATTCTTCTCTCTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTCCCT
Hap 15 TTTAGGTTTATTCTTCTCTCTTCACCTATATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 16 CTTGGATTTGTTTCITTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 17 CTTGGATCTGTTTCITTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 18 TTTAGGTTTATTCTTCTCTTTTTACCTATATTGCTATAACTTAATTCCCT
Hap 19 CTTGGACTTGCTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCCGGTCTCTT
Hap 20 CTCGGATTTGTTTCTTACCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTC
Hap 21 TTTAGGTTTATTCTTCTCTCTCTACCTGTATTGCTATAACTTAATTCCTT
Hap 22 CTTGGACTCGTTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCCGGCCTCTT
Hap 23 CTCGGATTTGTTTCTTACCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCCCTT
Hap:24 CTTGGATTTGTCTCTTTCCTCCTGCTTACACCGCCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 25 CTTGGATTTGITTCTTACCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 26 CTCGGATTTGTTTCTTACCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 27 CCTGGATTTGTTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGCGGTCTGGTTTCTC
Hap 28 CCCGGATTTGTTTCTTACCTCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 29 CTTGGATTTGTTTCCTTCCCCCTGCTTACACCGTCGTGGTCTGGCCTTTT
Hap 30 CTTGGATTTGTTTCTTTCCTCCTGCTTACGCCGTCGTGGTCTGGCCTCTT
Hap 31 CCTGGATTTGTTTCTTTCCTCCTGCTTACACCGTCGCGGTCTGGTTTCTT

Tabla 2.- Lista de los haplotipos encontrados y localizacion de los sitios polimorficos en

los haplotipos.



Total Centronorte Centrosur
N° sitios
polimorficos (S) 0 o 20
N° haplotipos (k) 31 14 1"
Dirvorsad 0,336+ 0,017 0,006 £ 0,000 0,007 0,000
nucleotidica (n)
Diversiad 0,925+ 0,001 0.8 = 0.076 0,888 + 0,002

haplotipica (H)

I1

16,344 + 8,189

3,039 1,814

3.484 + 2,031

Tabla 3. Indices de diversidad molecular sobre el total de los haplotipos y sobre cada

clado.
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Figura 2.- a) Red de haplotipos (Median Joining Network) de 60 secuencias de Citocromo Oxidasa
I (COI) de Mesodesma donacium. Cada circulo corresponde a un haplotipo y su diametro es
proporcional al niimero de individuos que llevan ese haplotipo. Los circulos pequefios representan
a un tnico individuo. Cada linea entre haplotipos representa una mutacién. El valor entre los clados
mayores resume el nimero de mutaciones entre ellos. Cada clado se identifica por un color:
amarillo para la zona CentroNorte y azul para la zona CentroSur. b) Representacion grafica de la
distribucién de los haplotipos de ambos clados sobre las localidades muestreadas. El diametro es

proporcional al tamafio muestreal.
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Para determinar si los grupos Centronorte y Centrosur corresponden a dos clados
filogenéticamente distintos se construyo un arbol de Maxima Verosimilitud (Maximun
Likelihood) (Figura 4). El modelo evolutivo escogido para el grupo de datos analizado
por MODELTEST fue el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), con frecuencias de las
bases variables y frecuencias de transicion y tranversion variables (Hasegawa y col..
1985), con los siguientes parametros Lset Base=(0.2456 0.1156 0.1810) Nst=2
Tratio=4.5534 Rates=gamma Shape=0.1741 Pinvar=0. El arbol revela dos clados
monofiléticos fuertemente soportados por el remuestreo, los cuales corresponden al
mismo agrupamiento observado en la red de haplotipos.

Debido a que los datos sugieren una estructuracion genética no reciente, se considerod
interesante analizar por separado los clados. El clado CentroNorte esta representado por
14 haplotipos y arrojé una diversidad haplotipica (H) de 0,8 £+ 0.076. El niimero de sitios
polimérficos (S) fue de 17 con 9 sitios parsimoniosamente informativos, con una
diversidad nucleotidica (x) de 0.006 + 0.004. El numero de diferencias promedio entre
secuencias (IT) fue de 3,039 + 1.630. El haplotipo mas comin se detectdo en 13
individuos con una frecuencia sobre los haplotipos del grupo de 44,8 %. El clado
CentroSur esta representado por 17 haplotipos y arrojo una diversidad haplotipica de
0,888 + 0,002. El numero de sitios polimorficos fue de 20 con 9 sitios
parsimoniosamente informativos, con una diversidad nucleotidica de 0,007 + 0,000. El
numero de diferencias promedio entre secuencias fue de 3,484 + 2,03. Se detectaron dos
haplotipos en mayor frecuencia: uno con 29 % (9 individuos) y otro con 19,3 % (6

individuos). Se observa a partir de la mismatch para cada clado (Figura 5) que ambas
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muestran patrones similares de bimodalidad. En el clado CentroNorte la moda principal
se encuentra a 4 pares de diferencias mientras que una segunda moda se encuentra a las
0 pares de diferencias. En el grupo Centrosur se observa que la moda principal también

se encuentra a las 4 pares de diferencias mientras que la segunda moda se obtiene a 1 par

de diferencias.
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La estimacion de las distancias genéticas entre los haplotipos arrojo valores intraclado
en promedio de un 1% mientras que entre haplotipos interclado arrojo en promedio un
6%.

Para evaluar la hipotesis del reloj molecular se construyo un arbol (Figura 6) con los
haplotipos de mayor frecuencia de cada clado de M. donacium, el haplotipo 6 para la
zona norte y el haplotipo 26 para la zona sur; una secuencia de M. mactroides (obtenida
por la autora) y una secuencia de P. australis. (obtenida por la autora). Junto a las
anteriores se utilizaron secuencias disponibles en GeneBank de especies pertenecientes a
la misma Superfamilia Veneroida (Familia Mactridae): Mactra veneriformis (nimero de
acceso AY8B74531) y Rangia cuneata (nimero de acceso U47652), las cuales se
utilizaron como grupo externo (outgroup). A partir de este arbol se obtuvieron los
valores de verosimilitud del arbol forzado (-In; = 2120,77) y del arbol no forzado (-Iny =
2118.62). A partir de los datos anteriores se calculé el LRT [2*(ln;-lng)]= 4.3
Considerando los grados de libertad n-2, donde n corresponde al nimero de taxa, se
obtiene un valor critico de (p=0.05) = 9.49_ por lo que no es posible rechazar la hipotesis
nula.

Para estimar la fecha de separacion de los clados se utilizo la tasa de divergencia de COI
para gastropodos de 0.56% por millon de afios (Johnson y col., 2006). Considerando el
largo de las secuencias analizadas de 564 pares de bases y asumiendo una generacion
por afio, se obtiene que la tasa de mutacion para COlI es = 1.5 x 10™ mutaciones por
locus por generacion por afio. Utilizando esta tasa la fecha de separacion entre los clados
de M. donacium se estimé en aproximadamente 5.9 M.a. atrds, mientras que la

separacion con M. mactroides en aproximadamente 11 M.a.
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DISCUSION

A partir de los resultados se observa la existencia de dos clados a lo largo de la
distribucion geogréafica muestreada de Mesodesma donacium. Ambos clados se
encuentran respaldados tanto por el analisis intraspecifico (red de haplotipos, Figura 2a),
como por el analisis filogenético (arbol, Figura 4), donde ambas representaciones
agrupan a los mismos individuos en los mismos clados. Esta estructuracion espacial de
los haplotipos no refleja el potencial de dispersion de la larva planctonica de
aproximadamente 28 dias, confirmando que la dispersion no explica los patrones
genéticos encontrados. Asimismo, la carencia de haplotipos compartidos entre los
grupos es caracteristica de poblaciones que no han experimentado flujo génico reciente
(Avise 2000), por lo que es de particular interés el hecho de que en las localidades
muestreadas en la zona central de Chile (entre 32° S y 34° §) se hayan encontrado
haplotipos pertenecientes a ambos clados (Figura 2b), lo que sugeriria que en esta zona
se estaria desarrollando un contacto secundario. Un patron similar de vicarianza fue
encontrado en una especie de la familia Mesodesmatidae presente en Nueva Zelandia.
En Paphies subtriangulata, cuyo periodo larval es de 3 semanas, estudios isoenzimaticos
demostraron una separacion de las poblaciones entre las isla norte y sur. El mismo
patron es observado entre las islas en el mitilido Perna canaliculus, y seria explicado

directamente por la accion de los sistemas de corrientes que afectan a las islas desde el
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Pacifico y el Atlantico (Smith y col.., 1989). En la literatura de la costa Chilena no ha
sido encontrado un evento geologico o climatologico que pudiera verse reflejado a nivel
genético en la zona de los 32° - 34° S. Sin embargo, estudios recientes de especies
marinas que comparten la distribucion continua sobre la zona de los 32° - 34° S también
han registrado patrones de estructuracién genética, como por ejemplo el alga, Lessonia
nigrescens, (comunicacion personal Florence Tellier) y el gastropodo Crepidula
dilatata, (comunicacién personal Antonio Brante), lo que sugiere que los mismos
factores biogeograficos historicos podrian haber influenciado los patrones
intraspecificos de estas especies frente a la costa chilena.

Segtin Hewitt (2000), en poblaciones que habitan amplios rangos ambientales, aquellas
que se encuentran en areas menos perturbadas divergiran unas de las otras por largos
periodos de tiempo resultando en estructuras filogeograficas mientras que por el
contrario, las poblaciones que se encuentran en ambientes mas perturbados se espera que
muestren altos niveles de homegeneidad genética sobre sus rangos, como resultado de
repetidos ciclos de cuello de botella-efecto fundador, siendo esto tltimo lo esperado para
el clado de la zona CentroNorte el cual soporta los efectos de “El Nifio” desde hace 5000
afios aproximadamente (Avalos y Rodriguez, 1995, 2002, 2004). Sin embargo, la
diversidad genética (Tabla 3) y el patron observado de la mismatch en ambos clados
(Figura 5), sugieren que sus historias demograficas han sufrido procesos similares, con
expansiones y disminuciones poblacionales producidos por la dinamica propia de la
especie manteniendo tamafios efectivos que impiden que se genere y mantenga la

diversidad genética o por condiciones ambientales en paralelo (Patarnello y col., 2007).



Un estudio previo realizado con isoenzimas a poblaciones de M. donacium sobre un
rango similar de muestreo al de esta tesis aunque en un menor numero de localidades,
arroj6 una baja variabilidad genética con distancias entre 0,005 % vy 0,58 %, no
evidenciandose la existencia de estructuracion genética para la “macha” (Stotz y col..,
2003). Contrariamente en este estudio la divergencia intraspecifica (dentro de cada
clado) arrojo un 1% lo cual duplica la distancia encontrada anteriormente manteniéndose
dentro del rango encontrado en otras especies (0,0177 % bivalvos, Kojima y col., 1995,
Baco y col,,1999 ; <2% gastropodos , Wise 2004). La distancia genética encontrada
entre los clados de M. donacium fue de cerca de un 6%, siendo mayor a los niveles de
divergencia encontradas entre especies cercanas de moluscos marinos de 3% o mayores:
4.3% bivalvos (Kojima y col., 1995), gastropodos sobre 20% (Baco y col., 1999). A
partir de estos valores se podria sugerir la existencia de dos especies de Mesodesma
donacium. Sin embargo, se han reportados casos en donde la divergencia intraspecifica
de secuencias mitocondriales pueden ser altas existiendo aun reproduccion. Ademas
debido a la naturaleza no recombinante del marcador molecular y su herencia maternal
no se puede inferir la existencia de hibridacion entre los grupos en la zona de contacto.
Esta problematica puede resolverse utilizando marcadores nucleares como ITS o
microsatélites, o técnicas como AFLP (Secondi y col., 2006).

La estimacion del tiempo de divergencia de las especies del género Mesodesma
realizada a partir de la tasa de mutacion calculada en esta tesis entrega un valor dentro
del rango de divergencia obtenido por Marins y Levy (1999) a partir de estudios

isoenzimaticos, estimando un tiempo de divergencia entre M. donacium y M. mactroides
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9.5 —34 M.a. atras. Sin embargo, la evidencia fosil contrasta con estas fechas debido a la
ausencia de Mesodesma mactroides de los registros paleontolégicos durante el Mioceno
(10-25 M.a.) de la Patagonia Argentina (Del Rio, 1995, 2000) y su posterior aparicion en
el Cuaternario aproximadamente 1.8 M.a. Por otra parte la colonizacion desde Nueva
Zelandia parece tener correspondencia con el registro fosil ya que la fecha estimada de
separacion coincide con el limite inferior del periodo donde la familia Mesodesmatidae
se habria dispersado hacia la Antartica para luego invadir Sudamérica. Estas diferencias
entre las fechas estimadas podrian deberse a la ausencia de registro fosil, como es el
caso documentado para la Patagonia Argentina Terciaria que durante el Plioceno se
encontro mnundada (Del Rio, 2004) por lo que existen pocos registros de este periodo
geologico en la zona. Por otra parte, es posible que la tasa de divergencia utilizada no
sea la adecuada para determinar la separacion a este nivel taxonomico.

Finalmente la determinacion de dos grupos genéticos en las poblaciones de M. donacium
tiene implicaciones para los patrones de explotacion, permitiendo manejar la especie

como dos stock independientes y asi preservar la diversidad del recurso.



CONCLUSION

El presente estudio concluye la existencia de estructuracion genética en las poblaciones
del bivalvo Mesodesma donacium a largo de su distribucion geografica, evidenciando
dos grupos de haplotipos los cuales presentan una zona de contacto secundario en la
zona comprendida entre los 32° y 34° §.

La ubicacion geografica de la zona de divergencia genética de Mesodesma coincide con
la zona de diferenciacion genética para otras especies del intermareal chileno lo podria
validar la presencia actual o ancestral de una barrera al flujo genético en la costa chilena.
Sin embargo, no se han obtenido fechas de separacion en las otras especies como para
calcular el tiempo de separacion de los grupos encontrados por lo que este estudio seria
el primero en estimar una fecha de divergencia a partir de datos genéticos del evento que
separo las poblaciones.

La presencia de dos grupos con patrones poblacionales similares permite estudiar de
manera independiente los efectos de la fuerte explotacion a la que esta sometido este
recurso. Asimismo permite determinar politicas de repoblamiento mas adecuadas dentro

del pais.
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