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RESUMEN EJECUTIVO

El presente Informe Final comunica los resultados generados del proyecto FIP N°2008-39
denominado “Caracterizacion molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio de
conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”. El proyecto tiene como objetivo
general determinar la estructura genética de los diferentes stocks de las pesquerfas de Erizo
Loxechinus albus, Locate Thais chocolata, Pulpo del Norte Octopus mimus y Loco Concholepas
concholepas presentes en el norte grande (I y II regiones) de Chile, detectando las areas fuentes y
sumidero de estos recursos. Para dar cuenta del objetivo general se planteo como primera
actividad establecer un disefio de muestreo que cubriese el area indicada en los términos de
referencia, sin consideraciones en una escala temporal que deberfa cubrirse en una Fase 1T del
presente estudio con la finalidad de corroboran los patrones de estructuraciéon genética
poblacional aqui evidenciados. El area de estudio comprende entre los 18 y 25° LS y cubre
aproximadamente 800 kilémetros, correspondiendo a un estudio a nivel de microescala. Las
zonas elegidas corresponden a las Areas de Manejo y Explotacion de Recursos Benténicos
(AMERBs) de Clavelito (I Regién), Pisagua (I Regién), Punta Arenas (II Region), Punta
Campamento (II Region) y Punta Sur Taltal (II Region), contando con 1931 ejemplares entre
las cuatro especies. Solicitar pescas de investigacion fue necesario debido a la discordancia
entre las temporadas de veda para cada una de las especies.

Los caracteres estudiados para la determinacién de conectividad corresponden a marcadores
moleculares tipo microsatélites. Para esta actividad se desarrollaron y estandarizaron loci
microsatélites polimoérficos como herramientas moleculares para determinar los parametros
genéticos poblacionales para cada una de las especies.

Para el desarrollo y estandarizacion de marcadores microsatélites se procedié a la bisqueda de
microsatélites disponibles para cada especie. Marcadores especie especificos se encuentran
disponibles para C. concholepas, estos fueron estandarizados y ensayados a nivel poblacional
sobre 529 ejemplares y obteniendo 2500 genotipos para un total de 5 loci. En el caso de O.
mimns, L. albus 'y 'I. chocolata, especies en las cuales no se disponia de marcadores microsatélites
especie especificos se procedi6 a desarrollar una librerfa genémica enriquecida para motivos
microsatélites con la finalidad de contar con los marcadores adecuados para el estudio
poblacional y de conectividad. En el caso del erizo se obtuvieron 8 loci polimérficos que
fueron ensayados sobre 519 ejemplares generando 2320 genotipos. En el caso del Locate 5 loci
polimorficos fueron aplicados sobre 500 ejemplares, obteniendo un total de 1720 genotipos.
Para el Pulpo del Norte 9 loci polimoérficos fueron aplicados sobre 403 ejemplares, obteniendo
un total de 3456 genotipos.

Posterior a la obtencién de la base de datos correspondiente a los genotipos para cada ejemplar
por loci microsatélites, se estimaron los parametros de diversidad genética y estructuracion
poblacional clasicos para cada una de las agrupaciones genéticas detectadas mediante métodos
de agrupamiento bayesiano, asi como la magnitud y direccién del flujo génico entre las
agrupaciones genéticas evidenciadas. De este modo se determiné la conectividad entre ellas y
se desarroll6 un modelo genético poblacional apoyado con informaciéon biolégica y
oceanografica para cada unas de las especies.



El analisis georeferenciado de agrupamiento bayesiano sin definicién a priori del nimero de
poblaciones presentes en el area de estudio, indica que en las cuatro especies el modelo de
frecuencias alélicas correlacionado mostré fuerte evidencia a favor, en comparacion al modelo
no-correlacionado. Asi y basado en el modelo seleccionado se muestra la existencia de dos
poblaciones geograficamente estructuradas para el Erizo, la primera incluyendo tres localidades
del norte (i.e. Clavelito, Pisagua, y Punta Arenas) y la segunda incluyendo las localidades del sur
(i.e. Punta Campamento, y Punta Sur Taltal). En Locate también se observan dos poblaciones,
sin embargo, estas presentan discontinuidad geografica, la primera poblacién incluye dos
localidades del norte (i.e. Clavelito, y Punta Arenas) con discontinuidad en Pisagua, y la
segunda poblacién incluye las dos localidades del sur (i.e. Punta Campamento, y Punta Sur
Taltal) mas la localidad de Pisagua. Para la especie Loco, no se observan poblaciones genética o
geograficamente estructuradas. En el Pulpo del Norte se observan tres poblaciones
geograficamente estructuradas, la primera incluyendo sélo a la localidad mas septentrional (i.e.
Clavelito), la segunda incluyendo a dos localidades del norte del area de estudio (i.e. Pisagua, y
Punta Arenas), y la tercera incluyendo las localidades del sur (i.e. Punta Campamento, y Punta
Sur Taltal).

En el Erizo se observa una riqueza alélica entre 9 a 33, con exceso de homocigotos y
desequilibrio de Hardy — Weinberg en todos los loci. Dos de los ocho loci analizados
evidencian los patrones de estructuracién genética observados. El analisis de varianza
molecular somete a prueba y corrobora las dos agrupaciones determinadas por el método de
agrupamiento bayesiano, con un indice Fst (0.008), y Rst (0.003) significativo sélo el indice Fst
(p < 0.000).

Para el Locate se observa una riqueza alélica entre 21 a 41, con exceso de homocigotos y
desequilibrio de Hardy — Weinberg en todos los loci. Tres de los cinco loci analizados
evidencian los patrones de estructuracion genética observados. El anilisis de varianza
molecular somete a prueba y corrobora las dos agrupaciones determinada por el método de
agrupamiento bayesiano, con un indice Fst (0.004), y Rst (0.017) ambos significativos. Se
destaca la discontinuidad observada en la agrupacion norte, especificamente la zona de Pisagua,
apelando movimiento de ejemplares o translocaciones entre AMERBs formalmente no
informadas.

Los resultados en el recurso Loco a través de la distribucion geografica analizada y con los
marcadores moleculares aqui utilizados no evidencian un patrén de estructuracion genética
poblacional, asumiendo una gran poblacién con apareamientos azarosos. En esta poblacion se
observa una riqueza alélica entre 14 a 43, con exceso de homocigotos y desequilibrio de Hardy
— Weinberg en todos los loci analizados. Estos resultados corroboran investigaciones
nacionales anteriores en base a marcadores moleculares provenientes del ADN mitocondrial y
nuclear.

En el caso el Pulpo del Norte se observa una riqueza alélica entre 7 a 15, con exceso de
homocigotos y desequilibrio de Hardy — Weinberg en la mayoria de los loci. Seis de los nueve
loci analizados evidencian los patrones de estructuracion genética observados. El analisis de
varianza molecular somete a prueba y corrobora las tres agrupaciones determinada por el
método de agrupamiento bayesiano, con un indice Fst (0.07), y Rst (0.38) altamente
significativos.



Para las cuatro especies en estudio y las respectivas agrupaciones poblacionales evidenciadas no
se obtienen resultados significativos respecto a la ocurrencia de reducciones en el tamafio
efectivo poblacional reciente.

En cuanto al analisis de migraciones y tamafio poblacional efectivo, los resultados del analisis
bayesiano muestran mayores tamanos efectivos (Ne) en la poblacién del norte tanto en Erizo
como en Locate, ademas de mayores valores de tasa de migrantes por generacion (Nm) desde
Norte hacia el Sur para ambas especies. La mayor direccionalidad y magnitud del flujo génico
en sentido norte-sur en ambas especies estarian relacionadas con mecanismos de transporte de
sus larvas plancténicas de larga duracidn, con reportes de fases larvales de 10 a 33 dias para la
equinopluteus de Erizo, y hasta 120 dfas para la larva veliger de Locate. Estas larvas serfan
transportadas mayormente por las masas de aguas entre los 20 y 200 metros de profundidad
que corren con direccién norte-sur, y que serfan parte de la contracorriente subsuperficial
Perd-Chile. En Pulpo del Norte se observan valores de Ne en aumento hacia la poblacién del
Sur, con los menores valores de Ne en la poblacion mas septentrional. El flujo de migrantes
por generacion indica mayores tasas de sur a norte, con la mayor conectividad entre la
poblacién mas septentrional y la poblacion de la zona centro-norte, por su parte la poblacion
del extremo sur muestra altos valores de Nm hacia el norte, pero bajos valores Nm hacia ella.
La mayor direccionalidad y magnitud del flujo génico en sentido sur-norte en el Pulpo del
Norte estarfa relacionado con mecanismos de transporte de sus larvas plancténicas de larga
duracién, con reportes de sobrevivencia en al plancton de su paralarva de hasta 60 dfas. Estas
larvas serfan transportadas mayormente por masas de aguas entre los 0 y 20 metros de
profundidad que corren con direccién sur-norte, y que corresponderfan a las aguas de
surgencias costeras, fenémeno oceanografico caracteristico de la zona Norte de Chile. Este
mecanismo se fortalece frente al fototactismo positivo informado para las paralarvas del Pulpo
del Nortte, lo que las obliga a mantenerse en la zona fética de la columna de agua.

En el contexto de los modelos ecolégicos de habitat fuente y sumidero, de forma general un
habitat sumidero es aquel que alberga una poblacién donde la reproduccién no es suficiente
para balancear la mortalidad natural, y que depende de la inmigracién desde el habitat fuente
para su persistencia en el tiempo. En este marco la agrupacion genética geografica norte del
Erizo actuarfa como habitat fuente, y la agrupacion sur como habitat sumidero. Esta dinamica
fuente-sumidero serfa compartida para el recurso Locate. Patrén inverso se observan en el
Pulpo del Norte, donde desde las agrupaciones genético poblacionales del sur y centro
exportarfan variantes genéticas (individuos) hacia el norte, de este modo las poblaciones del
centro y sur actuarfan como habitats fuentes de la agrupaciéon sumidero del norte. Mayor
evidencia y analisis formales de modelamiento fuente-sumidero son necesarios para concluir
respecto a este tema.
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1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura genética de los diferentes stocks de las principales pesquerias: erizo, locate,
pulpo, loco, presentes en el norte grande (I y II regiones), detectando las areas y fuentes de sumidero
de estos recursos.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

El desarrollo de los objetivos especificos se presenta a continuacioén de acuerdo a su orden légico en
el tiempo.

4.2 Establecer los loci microsatélites polimorficos para cada una de las especies.

4.3 Determinar los parametros genéticos poblacionales de cada uno de los loci microsatélites en las
diferentes especies y poblaciones de la I-II regiones.

4.1 Determinar la diversidad genética y el flujo génico entre stocks efectivos para cada uno de los
recursos en estudio.
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2.- ANTECEDENTES
2.1 GENETICA Y POBLACIONES

El conocimiento de la conectividad de poblaciones marinas y el grado de estructuracién que
presentes sus poblaciones locales es vital para la conservaciéon y manejo pesquero, particularmente
para la estrategia de disefios de reservas. Una reciente proliferacion de herramientas moleculares y
estadisticas ha incrementado la integracion de datos genéticos y geograficos (e.g Manel et al., 2003).
Estos avances han significado sobrepasar en cierta medida el problema del seguimiento de organismo
en el vasto océano. Teniendo en cuenta las inherentes limitaciones de las aproximaciones genéticas
para inferir conectividad, particularmente en ambientes marinos.

La conectividad entre poblaciones ha sido el foco de un rapido incremento en el nimero de estudios
desde hace unos 15 afios (Crooks & Sanjayan, 2006), debido principalmente por un interés tedrico de
entender la dindmica poblacional y la necesidad de mantener poblaciones conectadas para la
conservacion de especies (Webster et al., 2002, Waples & Gaggiotti, 2006). La cuantificacion de la
conectividad es esencial para establecer estrategias de conservacion, particularmente para proteger
especies migratorias a través de su rango de distribucion (Martin et al., 2007). Aqui, nos referimos a
conectividad en el sentido ecoldgico, como un concepto utilizado para describir el movimiento o
intercambio de organismos entre habitats geograficamente distintos, o poblaciones geograficamente
distanciadas.

Los primeros estudios sobre la tematica se focalizaron especialmente sobre sistemas terrestres,
frecuentemente sobre problematicas de fragmentacion de habitat, pero en los recientes aflos especies
marinas y sus habitats han recibido mayor atenciéon. Estudios de conectividad en sistemas marinos se
han focalizado sobre especies con un amplio rango de distribucién, desde invertebrados con larvas
pelagicas a ballenas, en que los diferentes estados de sus ciclos de vida habitan en areas separadas
(DiBacco et al., 2006; Bjorndal & Bolten, 2008; Harrison & Bjorndal, 20006). Especial interés ha
despertado la cuantificacién de la conectividad en stocks de especies comercialmente importantes o
que se encuentran en peligro, pues para un efectivo manejo de estos recursos es requisito el
conocimiento de los patrones temporales y espaciales de sus movimientos y distribucion.

En el contexto de la actividad extractiva desarrollada en torno a los recursos Loco, Erizo, Pulpo del
Norte y Caracol Locate, uno de los requerimientos basicos para el adecuado manejo de poblaciones
naturales de especies explotadas, ya sea por razones comerciales o de conservacion, es el
conocimiento de sus aspectos reproductivos, como por ejemplo, si una poblaciéon o un “fishing
ground” es reproductivamente autosustentable o depende de inmigrantes para el reemplazo de sus
individuos adultos, pues el nivel de intercambio genético originado por la inmigracion entre
poblaciones, puede afectar su sustentabilidad en el largo plazo.

Tomando en cuenta que el monitoreo directo de la medida del potencial de dispersiéon (como una
medida de conectividad), de un organismo sean estas larvas, juveniles o adultos es muy dificultoso, se
deben desarrollar métodos indirectos para evaluar el grado en que las poblaciones divergen
(autosustentables) o son comparables (intercambio de individuos). Un método es observar el rango y
numero de diferencias fenotipicas entre poblaciones. Si una poblacién es suficientemente diferente
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del punto de vista fenotipico de otras poblaciones, se podria deber a que se encuentran separadas
reproductivamente. Sin embargo, aunque las diferencias fenotipicas pueden ser usadas para distinguir
poblaciones, a menos que las condiciones ambientales y/o fisicas sean idénticas para ambas, es
igualmente posible que las diferencias fenotipicas observadas sean producto de la plasticidad (e.d,
adaptaciones locales al ambiente). Una alternativa para evaluar las diferencias poblaciones es
examinar la estructura genética de la poblacion. El grado en el cual las diferentes poblaciones son
genéticamente divergentes puede reflejar el balance entre los procesos potencialmente diversificantes
de la deriva génica y la seleccion, versus, el efecto homogeneizador del flujo génico.

As{ como se ha indicado uno de los principales objetivos de la evaluaciéon y manejo de las
poblaciones de recursos naturales es la identificaciéon de él o los stocks sobre los cuales se esta
ejerciendo la accién pesquera o de extraccion, ademas del nivel de migracion o flujo génico que
conecta las subpoblaciones o stocks; ya que el stock es la unidad basica sobre la cual deben
sostenerse las evaluaciones y las medidas de ordenamiento (Grant & Waples, 2000; Tyler, 1988). La
finalidad de identificar los stocks de un recurso en particular es entender la dindmica de su
diferenciaciéon espacial y temporal, y aplicar estos conceptos en la conservaciéon y manejo de las
especies (Winans, 1987). En este contexto existen varias acepciones del concepto de stock,
dependiendo si se consideran aspectos ecolégicos, pesqueros o genéticos. Bajo este ultimo criterio se
pueden diferenciar (1) un stock puro o discreto, es decir, una poblacién que evoluciond
independientemente de otras y por lo tanto acumulé diferencias genéticas con respecto a ellas o, (2)
stock ecoldgico o dinamico, en que persisten patrones espaciales de distribuciéon y abundancia en
escala temporal ecologica sin que exista necesariamente una diferenciacion genética entre unidades

poblacionales (Spanakis et al., 1989).

En el presente estudio se considera el concepto de stock puro o discreto, dado que las técnicas de
analisis de ADN requieren que exista algun grado de microevolucién divergente entre las poblaciones
en estudio. Este concepto de stock, esta basado en la idea de poblaciones de organismos que
evolucionan independientemente y que, por lo tanto, pueden acumular diferencias genéticas y
mantenetlas en el tiempo bajo ciertas condiciones, como por ejemplo, cuando el flujo génico es muy
bajo o nulo, dado las grandes distribuciones geograficas, la fuerte dependencia de factores
ambientales y la presencia de barreras que restringen el libre movimiento de los individuos, evitando
la panmixia total entre los ejemplares de una misma especie, teniendo como resultado que una
especie este formada por numerosas poblaciones panmicticas o demos (Spanakis et al., 1989).

Dentro de las metodologias disponibles para la discriminacién de stock, los estudios genéticos en
conjunto con el desarrollo de marcadores moleculares, se presentan como de suma importancia; pues
son herramientas de gran utilidad y aplicaciéon en la elaboraciéon de mapas genéticos y fisicos,
busqueda de asociaciones con QTLs (quantitative traits loci), variabilidad genética, estudios de
ligamiento, identidad y discriminacién de genotipos, parentesco, programas de seleccion asistida,
estudios de filogenia, genética de poblaciones, etc. El termino “marcador molecular”, corresponde a
cualquier fenotipo molecular que sea producto de la expresiéon de un gen o de segmentos especificos
del ADN, que pueden ser regiones expresadas o no del genoma (Becerra & Paredes, 1999; Ferreira &
Grattapaglia, 1989), siendo estos de origen nuclear (ADNn) o mitocondrial (ADNmt). Algunas de
sus caracteristicas se observa en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de Marcadores Moleculares.

NA: no aplica.
MARCADOR MOLECULAR

Topico Proteinas ADNmt Microsatélites RAPD
Requerimientos de Alto Bajo Bajo Bajo
tejido
Sacrlﬁclo de Frecuentemente No No No
organismos
o )
/o cublerto  del <5 <10* 5-20 Desconocido
genoma
Numero de loci 10%-10° 1 10°-10° Desconocido
Tasa de evolucién Moderado Réapido Rapido Rapido
Tipo de estudio Proteinas ADNmt Microsatélites RAPD
Analisis de pedigti Dudoso NA Exccelente Bueno
Geneu.c A Excelente Bueno Exccelente Dudoso
poblacional
Z.onas hibridas Bueno Bueno/Excelente Dudoso Dudoso
Filogenética Bueno Excelente Dudoso Dudoso

2.2 MARCADORES MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DE UNIDADES DE
STOCKY ESTUDIOS DE CONECTIVIDAD

Marcadores moleculares nucleares

En el ADN nuclear podemos encontrar secuencias moderadas y altamente repetitivas; entre las
moderadamente repetitivas se encuentran los genes ribosomales, estructurado por unidades en
“tandem” repetidas cientos de veces y entre las secuencias altamente repetitivas del ADN nuclear se
encuentran los microsatélites (Litt & Luty, 1989), siendo estas ultimas una de las mas utilizadas en la
evaluacion de unidades poblacionales y determinacion de variabilidad genética.

Los microsatélites (en sus siglas en ingles: SSRs, Simple Sequence Repeats; STRs, Short Tandem
Repeats), corresponden a secuencias de ADN repetidas en “tandem”, con unidades o motivos de
repeticion que poseen entre uno 1 a 6 pares de bases de largo (dependiendo del criterio del autor), y
organizadas en bloques de 20 a unos pocos cientos de bases (Beckmann & Weber, 1992). Presentan
una amplia distribucién a lo largo del genoma (O’ Connell & Wright, 1997) y muestran altos niveles
de polimorfismo alélico (Tautz, 1989), debido a sus altas tasas de mutacién que presentan (10°-10°
mutaciones por locus por generacion) (Ellegren, 2000), esto los convierte en la mayoria de los casos
en marcadores moleculares hipervariables tanto a nivel especifico como poblacional (Chistiakov et
al., 2006), con un patrén de herencia codominante, facilmente amplificado por PCR (De Woody &
Avise, 2000; Chistiakov et al., 2006), y con una amplia cobertura del genoma, ubicados usualmente en
regiones intergenicas no codificantes del ADN nuclear (Chistiakov et al., 2006). Aunque también se
han encontrado en el genoma cloroplastidial de algunas plantas (Powell et al., 1995). Estos
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marcadores son considerados selectivamente neutros, sin embargo diferentes estudios han provisto
de relevancia funcional en un significativo numero de SSRs. Las diferencias en la frecuencia de
microsatélites en regiones codificantes y no codificantes se relaciona con una seleccion especifica
frente a mutaciones en las secuencias flanqueantes en las regiones codificantes. En general los
microsatélites con motivo de repeticion tri- y hexanucléotidos se encuentran en exceso en regiones
codificantes y no codificantes, mientras que los microsatélites con otros tipos de repeticiones no son
tan abundantes. La seleccion que existe contra las mutaciones en las regiones flanqueantes limita la
expansion de los microsatélites no tripletes en regiones codificantes (Metzgar et al., 2000).

En el campo de pesqueria y acuicultura, la utilidad de estos marcadores se ha dado en areas como
caracterizaciéon de stocks genético, seleccion de reproductores, construcciéon de mapas genéticos,
mapeo de QTLs de importancia comercial, entre otros (Chistiakov et al., 2006). Dentro de los
estudios poblacionales los microsatélites se han utilizado en estudios de variabilidad genética,
estructuraciéon poblacional o evaluacién de stock genético, para diferentes recursos marinos: peces
(Ward et al, 2001; Oke et al, 1999), moluscos (McGoldrick et al., 2000; Pressa et al., 2002),
equinodermos (Carlon & Lippé, 2007; Chenuil et al., 2003) y crustaceos (Cruz et al., 2002; Gouin et
al., 2000).

La obtencién de este tipo de marcador demanda un gran esfuerzo en tiempo y costo (Ver Zane et al.,
2002), ya que se es necesario clonar, ligar, cultivar bacterias, encontrar el fragmento microsatélite,
secuenciar y posteriormente diseflar partidores especificos de las regiones flanqueantes para el
microsatélite aislado de la especie objetivo. Esta es una de las principales desventajas de los
microsatélites, pero aun cuando en teoria son especie especificos, estos tienen una caracteristica,
pueden ser utilizados en especies emparentadas, trabajando con partidores heterologos para
microsatélites, por ejemplo microsatélites de O. wwulgaris (Greatorex et al, 2000) y O. maorum
(Doubleday et al., 2009) aplicables a O. wzinmus.

Esta caracteristica genera potencialmente gran utilidad de su uso en especies donde no hay
conocimientos de dichos marcadores. La presencia de regiones altamente conservadas en la zona de
flanqueantes de los loci microsatélites ha sido reportada en cetaceos (Schlotterer et al. 1991), tortugas
(FitzSimmons et al., 1995) y peces (Rico et al., 1996; Angers & Bernatchez, ,1996; D’amato et al.,
1999, Oke et al., 1999; Williamson et al., 2002)

Se destaca que tanto para marcadores moleculares de origen nuclear y mitocondrial difieren en la
naturaleza de informacién entregada para analisis genético poblacional y los costos relacionados con
su analisis (Tabla 2):
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Tabla 2. Naturaleza Marcadores Moleculares

NATURALEZA DE LA INFORMACION COSTOS
Grado de Distribucion de F,lrllljlo Codificante/no Inici Exploracion
polimorfismo H&W senico codificante clo de muestras
detectado
. Bajo- ) ) . ) Bajo-
Aloenzimas Moderado Si Si Codificante Bajo moderado
Altamente
Bajo- Solo codificante
ADNmt Moderado No hembras (Excepto Moderado Moderado
region control)
Microsatélites Alto Si Si No codificante Alto Moderado-alto

(con excepciones)

H&W: Hardy & Weinberg
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2.3 ANTECEDENTES BIOLOGICOS - PESQUEROS DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO
2.3.1 Concholepas concholepas “Loco”

El recurso Loco C. concholepas (Bruguiére, 1789) en Chile (Pata de burro o Chanque tolina en Pert) es un
Gastropodo de la familia Muricidae que se caracteriza por poseer una concha muy gruesa, con una
espira corta formada por dos vueltas, donde la dltima comprende toda la concha. El umbo esta
inclinado hacia el lado izquierdo. La superficie externa es aspera, rugosa, marcada por costillas muy
gruesas y separadas por otras mas pequefias. Son notorias las estrfas de crecimiento horizontales dis-
puestas irregularmente. El color varifa entre el café chocolate a grisiceo. Ia superficie interna es de color
blanco, de aspecto suave y brillante. Su pie es grueso con manchas de color amarillo y gris. El opérculo
es coérneo, oval y de color café (Zagal & Hermosilla, 2001; Osorio, 2002) (Fig. 1).

Figura 1. Ejemplares de Concholepas concholepas (Bruguicre, 1789).

Distribucion

La distribucion geografica de C. concholepas, esta restringida al Pacifico Sur oriental. Desde Lobos de
Afuera (Pert) hasta el Cabo de Hornos (Chile), incluyendo las Islas de Juan Fernandez (Stuardo, 1979),
batimétricamente los juveniles habitan el intermareal mientras que los adultos se encuentran hasta los 40
m de profundidad adheridos a la parte baja de las rocas.

Reproduccion y Ciclo de Vida

El Loco es una especie dioca con fecundacién interna (Castilla, 1974; Castilla & Cancino, 1976) que
posee un ciclo de vida bento pelagico. En condiciones naturales 20 a 50 animales forman agrupaciones
“maicillo” o “comidas” donde adultos migran a sectores poco profundos para el proceso de copulacion
(Castilla, 1974) por lo que multiples inseminaciones podrian ocurrir. Las hembras adhieren sus capsulas
oviferas, que no poseen huevos nutricios, sobre sustratos duros como rocas o sobre las conchas de
ejemplares de la misma especie. El cuerpo capsular esta conformado por seis capas con diferentes roles
funcionales, el opérculo posee en su extremo un tapén muco-fibroso el que una vez madura las larvas se
abre y permite su liberacién al medio, la regién pedundular es un tallo considerado una prolongacion del

cuerpo capsular y la regioén del cemento basal esta compuesta por una sustancia cementante y una matriz
esponjosa (Fig. 2) (Garrido & Gallardo, 1993).
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Figura 2: Capsulas oviferas de C. concholepas (Gallardo, 1973; Garrido & Gallardo, 1993) y cada una de
sus estructuras. Op: Opérculo; Cc: Cuerpo capsular; P: Pedinculo; Cb Cemento basal

En el interior de estas capsulas se evidencia el desarrollo de un nimero variable de embriones, el cual
depende del tamafo de las capsulas (Ramorino, 1975; Gallardo, 1973, 1979; Castilla & Cancino, 1976)
pudiendo contener hasta 13.000 huevos lecitotréficos. Una vez finalizado el ciclo de desarrollo
intracapsular, aproximadamente 60 dfas dependiendo de la temperatura (Gallardo, 1979), las larvas
véliger pelagicas nadan en la columna de agua libremente mediante el velum. Ellas crecen y se mantienen
en el plancton marino alimentandose de fitoplancton. Cuando esta larva alcanza su estado competente
(30-90 dias), se fija a un sustrato apropiado, desencadenandose la metamorfosis que inicio el periodo
bentonico (Gallardo, 1979). Desde este momento, los individuos cambian su habito alimentario de
herbivoro a carnivoro, depredando preferentemente sobre cirripedios, piures y moluscos bivalvos
(Disalvo, 1988; Méndez & Cancino, 1990) (Tabla 3 y Figura 3)
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Figura 3: Reconstruccion espacio - temporal del ciclo de vida de C. concholepas en un corte idealizado de
la zona costera de Valdivia (Fuente Moreno et al., 1993)
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El proceso reproductivo del Loco presenta diferencias temporales de acuerdo al area geografica
estudiada. Tres zonas geograficas constituyen las areas de pesqueria del recurso:

a) Zona Norte: desde Iquique hasta los 30°S

b) Zona centro Sur: desde los 30°S hasta Chiloé

¢) Zona Extremo Sur: desde Chiloé hasta Magallanes

Lara et al.,, (2007) en un extenso informe del Fondo de Investigacién Pesquera “Comportamiento y
parametros reproductivos de loco en la I y II Regiones” establece lo siguiente:

A) Indice de Agregacion: 1os autores observaron diferencias en el indice de agregacién entre ambas regiones.
La tendencia temporal del agrupamiento en Chanavaya (I Region) consistié en presentar un mayor
nivel de agrupamiento en la temporada de verano, disminuyendo hacia la temporada de invierno y
primavera, mientras de que en El Lagarto (II Region) observaron una tendencia de mayor agrupamiento
hacia la estaciéon de invierno y primavera. En ambas localidades la mayor parte del afio (verano a
invierno) mientras que en los meses de primavera no se registr6 presencia de agrupamiento
reproductivo.

B) Posturas de Capsulas: 1a presencia de capsulas se concentré en las temporadas de otofio e invierno,
alcanzando una presencia maxima de 16% en invierno en el sector de Chanavaya, concordando con los
periodos de agregaciones reproductivas de loco a partir del verano tardio y todo el otofio.
Batimétricamente éstas se registraron a mayores concentraciones entre los 7 y 10 metros en ambas
regiones pudiendo estar éstas hasta profundidades de 15 m.

C) Indice Gonadosomdtico: los autores realizando muestreos durante 12 meses en la T (Pisagua) y 1T (Urcu)
regiones, determinaron que en la I Region los valores mas altos se presentan en el mes de febrero
(machos: 18,07; hembras: 15,67), a partir del cual comienza a descender visualizandose el punto mas
bajo en julio (machos: 8,54; hembras: 8,99). En septiembre observaron un menor repunte para disminuir
hacia diciembre. En la II region en tanto, la tendencia mensual es similar para machos y hembras. Los
valores indicaron una caida hacia invierno, obteniendo, en ambos sexos, el punto mas bajo en la colecta
de junio (machos: 6,43; hembras: 6,66). De agosto a diciembre, después de experimentar un incremento,
el indicador se mantiene relativamente estable, visualizindose una leve caida en noviembre.

D) Tamano Minimo de Madurez Sexnal para la 1 Region, el tamafio minimo de madurez sexual para
machos y hembras correspondié al rango 45-52 mm. Desde el rango de 52-59 mm, en ambos sexos,
sobre el 75% de los individuos presentaron gonadas con la linea germinal completa. En la II Region el
tamafio minimo de madurez sexual para machos correspondi6 al rango 84-91 mm, con un 93% de
ejemplares maduros. Desde el rango de 91-98 mm, el 100% de los individuos se encontré maduro
sexualmente. Con respecto a las hembras, el tamafio minimo de madurez sexual de la muestra
poblacional correspondi6 al rango 93-100 mm, con un 75% de ejemplares maduros. Desde el rango de
100 —107 mm, sobre el 94% de los ovarios se encontré con linea germinal completa.

En la Tabla 4 se presentan antecedentes respecto de posturas y talla de primera madurez de C. concholepas
para distintas localidades en Chile.
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Tabla 3: Parametros de desarrollo de C. concholepas.

Localid | Diame | Embrio | Talla | Trocofor | Véliger | Dias | Temperat Autor

ad tro del | nespor | larval a (dias) de ura

Huevo | capsula (™) (dfas) desarr )
ollo

Valdivi | 159- 2600- 260 12-13 19 36-37 16.6 Gallardo, 1973
a 169 13187
Valpara - - - - - 09-128 | 13.5-14.5 | Castilla &
iso Cancino, 1976
Laborat | 147- - 250-260 - - 60-84 12-14 | Ramotino, 1979
orio 170

Tabla 4: Numero de posturas y talla de madurez de C. concholepas para distintas localidades en Chile

Localidad | Maximo numero de Talla Primera Autor
Posturas Madurez (cm)
Macho | Hembra
Valdivia Noviembre- - - Lépez, 1987
Diciembre
Valparaiso Febrero- Mayo - - Ramorino, 1979
Mehuin Noviembre-Febrero - - Gallardo, 1979
Valdivia Noviembre-Marzo Gallardo, 1973
Iquique - 4.9 53 Herrera & Alvial,
1983
Coquimbo - 5.7 0.2 Lozada et al,,
1976
Ultima - 4.6 53 Guzman et al.,
Esperanza 1987
Chanavaya Mayo-Junio-Julio 4.9 5.4 Lara et al., 2007
El Lagarto - 8.4 9.5 Lara et al., 2007

10
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Reclutamiento y Crecimiento

En general y de acuerdo a lo informado por diversos autores la etapa de asentamiento de las larvas
ocurritfa en la zona intermareal por ejemplares de aproximadamente 10 mm (Gallardo, 1979;
Guisado & Castilla, 1983; Jara & Moreno, 1983; Moreno & Reyes, 1988; Reyes & Moreno, 1990;
Rivas & Castilla, 1987; Stotz et al.,, 1991) sobre sustratos rocosos normalmente con abundantes
grietas. Para la Zona Sur, especificamente Mehuin Reyes & Moreno (1990) informan que el
asentamiento (acumulacién de mas del 75% de individuos de una cohorte) podria ocurrir en los
meses de mayo y junio, mientras que para la IV Region (Zona Norte). Stotz et al,, (1991) reporta
la presencia de juveniles menores a 10 mm entre los meses de noviembre a marzo. Durante la fase
bentonica y posteriormente durante la migracion de los juveniles al submareal ha sido escasamente
estudiada, debido principalmente a su dificil seguimiento.

Sin embargo, Reyes & Moreno (1990) logran medir el crecimiento siguiendo una cohorte desde
una talla media inicial de 3,5 mm para la zona de Valdivia y cuyas tasas fluctuaron entre 0,022
mm/dfa y 0,058 mm/dfa, medida en el mes de junio y noviembre, momento al cual la talla media
era de 9,5 mm, respectivamente. Stotz (2000) realizando un estudio sobre parametros de
crecimiento con resultados obtenidos en experiencias de marcaje y recaptura plante6 que existirfa
un gradiente latitudinal a lo largo de la costa chilena para los parametros del modelo de
crecimiento de von Bertalanfty.

Las estimaciones de parametros de crecimiento utilizando los datos de individuos marcados y
recapturados de la IIT y IV Region apuntan hacia un crecimiento rapido del loco en este sector
costero. De acuerdo a las estimaciones realizadas por Gonzalez et al., (2005) en este sector el loco
demorarfa alrededor de dos afios para lograr la talla minima legal de 100 milimetros.

Lara et al,, (2007) utilizando el método marcaje recaptura y de lectura de anillos determiné el
crecimiento estacional y anual por rangos de tamafo del loco en la I y II Regiones. Para la I
Regién los parametros de crecimiento fueron Loo= 136,0; K= 0,24 y to= -0,81 y para la II
Region Too = 118,9; K= 0,26 y to= -1,17. De esta manera, la talla minima legal de 10 cm se
alcanzarfa entre los 4 y 6 aflos de edad estimandose que los ejemplares de la I Region presentarfan
un mayor crecimiento en comparacion a la II Region, el cual se expresa a partir del afio 4 en
adelante.

Pesquerias y Areas de Manejo

El loco ha sido histéricamente un recurso apreciado por la poblacion del Pacifico Sur oriental por
su gran pie comestible. Los conchales prehistoricos son el primer testimonio del valor nutritivo de
este molusco (Suarez et al.,, 2004, Guzman et al., 2008). Hasta fines de los 70" su pesquetfa se
mantuvo en 2000 toneladas, sin embargo a partir de 1977 el Loco sufti6 una creciente explotacion
intensiva producto del libre acceso a la pesquerfa con la debilidad del sistema de fiscalizacion y el
auge de las exportaciones a los mercados orientales. Al mismo tiempo, la técnica del buceo
semi-autonomo (hooka) aumenté el alcance operativo y la eficacia de los pescadores
artesanales que realizan tradicionalmente la extracciéon de mariscos.
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Asf en el afo 1980 la pesqueria de este gastropodo alcanzé su record con un peso bruto de
desembarque de 24856 toneladas., en tanto que el record de ventas al exterior se registré en 1982
alcanzando un valor de US$ 21 millones por 4.830 toneladas de locos congelados y US$ 5
millones por 1120 toneladas de conservas. La sobre-pesca extensiva y declinacion de los stocks

de las areas tradicionales de la zona norte y central provocaron en el cierre de la pesqueria entre
1989 y 1992 inclusive (Fig 4).
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Figura 4: Desembarque Nacional y de la XV, I y II Region de loco C. concholepas 1988-2009
(Fuente Sernapesca 2010).

Desde 1999 las pesquerfas del loco estan sujetas al régimen de areas de manejo y explotacion
de recursos bentonicos, y desde el 2001 a la fecha la extraccion se centra en ellas, permitiéndole
a la I Region situarse por sobre los niveles de extraccion alcanzados por la II Region excepto
en el ano 2006 (Fig 4). Un aspecto relevante que presenta el ultimo periodo se refiere al
drastico aumento en los desembarques y cosechas nacionales pasando desde menos de 2000
toneladas en el 2007 a valores entre las 8000 a 12000 toneladas entre el 2008 y 2009 (Fig 4 y 5).
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Figura 5: Desembarque Nacional y de la XV, I y II Regién de Loco C. concholepas 2001-2009
desde Areas de Manejo (Fuente Sernapesca 2010).

Las cuotas de Loco asignadas se presentan en la Tabla 5 y 6. La I Region tiene asignados
1.830.470 unidades del recurso equivalentes a 546,3 toneladas., mientras que en la II Region
esta cifra alcanza a 1.505.101 unidades es decir 397, 5 toneladas. Las caletas con mayor
nameros autorizados para la I y II region son Pabellon de Pica e Isla Santa Maria.

Actualmente, la veda extractiva se encuentra prorrogada entre la I y XI Regiones hasta el 31 de
diciembre de 2008 (D.Ex. de MINECOM N° 1593 de 2005), mientras que para la XII region,
la veda esta estipulada entre el 1 de julio y 28 de febrero del ano siguiente (D. Ex. De
MINECOM NF° 409 DE 2003). La veda reproductiva esta calendarizada por zonas establecidas
en el Decreto Exento del MINECOM N° 409 de 2003 y N° 185 de 2005. Por otro lado, la talla
minima de extraccién de 10 cm de longitud peristomal rige para todo el territorio nacional
(D.S. MINECON NP 264 de 1988).
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Tabla 5: Cuotas de Loco C. concholepas asignadas para las caletas de la I Region de Chile.

Caleta Unidades Kilogramos
CARAMUCHO 30.813 9694
CHANAVAYITA 186.417 53788
CHIPANA 286.897 99341
LOS VERDES 55.111 17122
PABELLON DE PICA 556.352 148217
PISAGUA 101.319 26084
PUERTO IQUIQUE 8.237 2491
RIO SECO 299.518 101625
SAN MARCOS 305.806 87965
Total 1.830.470 546.327

Tabla 6: Cuotas de Loco C. concholepas asignadas para las caletas de la II Region de Chile.

Caleta Unidades | Kilogramos
CIFUNCHO
COBIJA
COLOSO 23.587 8.473
HORNITO
ISLA SANTA MARIA 542.739 141.246
JUAN LOPEZ 28.718 9.329
MEJILLONES 73.390 28.744
PUNTA ARENAS II Reg 358.835 69.031
PUNTA ATALA 116.622 25.851
TALTAL 306.519 96.682
TOCOPILLA 35.006 10.560
URCO 19.685 7.590
TOTAL| 1.505.101 397.506
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Oferta Técnica FIP N°2008-39 “Caracterizacién molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio
de conectividad entre sus poblaciones entre la I y I regiones”.

Antecedentes Genéticos y Diversidad Genética de Concholepas concholepas:
implicaciones para el manejo de pesquerias

En este punto contrasta el alto nivel de explotacion experimentado por el recurso Loco con la
poca informacién genética disponible para su adecuado manejo, en particular en lo referente a
niveles de variacién y estructura genética de las poblaciones (alrededor de 5 referencias, como
se demuestra en esta seccion). La variabilidad genética es el sustrato para la continuidad del
pool génico de las poblaciones en el tiempo, mientras que la estructura genética refleja la
distribucién heterogénea de las variantes genéticas en el ambito geografico de la especie. En
otras palabras, la respuesta adaptativa de la poblacién, o stock, a presiones selectivas locales
(poblaciones locales). Diversos factores alteran la variabilidad genética y el tipo de
estructuracién intra-especifica, tales como el tamafio efectivo de la poblacion, la presion de
extraccion del recurso (que difiere significativamente entre areas de manejo en las regiones I y
II. Tabla 5 y 6), eventos demograficos, la conducta de apareamiento, el patrén de
asentamiento, la intensidad de las presiones selectivas locales y muy especialmente el flujo
génico que, de ser efectivo y de gran magnitud, tiende a homogenizar las caracteristicas
genéticas de las poblaciones (alto grado de conectividad = panmixis). Contrariamente, un flujo
reducido (baja conectividad) tiende a mantener las diferencias genéticas inter-poblacionales, o
entre stocks. El manejo del recurso dependera de si la especie esta estructurada genéticamente
0 no, puesto que una subdivisiéon poblacional requiere manejar de manera independiente cada
poblacién/stock, considerando sus rasgos adaptativos particulates que son necesarios para su
continuidad temporal, pero también de interés productivo si existiera- que es lo que se
esperarfa- una correlaciéon entre las diferencias genéticas y el fenotipo observado. En este
sentido es relevante que el loco exhiba una latva de gran viabilidad y/o duracién (alrededor de
3 meses) en la columna de agua, la que puede ser transportada grandes distancias por las
corrientes oceanicas. Este antecedente permite anticipar que la conectividad entre poblaciones
serfa alta y por ello cabria esperar un pool genético homogéneo o cohesivo para la especie en
partes importantes de su rango de distribucién, como demostraron Gallardo & Carrasco
(1996). Estos autores compararon por medio de aloenzimas 6 poblaciones de la zona sur
demostrando una considerable homogeneidad genética entre los stocks. Previamente, Guifiez
et al., (1992), utilizando la misma herramienta pero considerando diferencias sélo en tres loci,
concluyen que a través de su distribucién centro - sur de Chile y Peru, existirfan a lo menos tres
agregaciones o unidades genéticamente aisladas.

Hipétesis propuesta

Consideraremos dos hipétesis de trabajo:

i) las areas de estudio de la I y II regién, representan una gran poblacién panmictica
(conectadas por flujo génico), de acuerdo a lo sefialado por Gallardo & Carrasco
(1996), Vergara (2001), y Cardenas et al., (2007);

if) ii) Alternativamente, areas de estudio de la I y II region se comportaria como stocks
independientes, de acuerdo a Guifiez et al., (1992), pues existiria la posibilidad de que a
pesar de ocurrir flujo génico mediado por la dispersion larval, las presiones selectivas
en ciertas localidades fueran de tal magnitud como para hacer inviables a los
individuos que arriban, o inviables a los hibridos producidos, aunque es poco probable
tal nivel de diferenciacién ambiental en el mar.
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Para someter a prueba las hipotesis anteriormente sefaladas se requiere el uso de marcadores
hipervariables del tipo microsatélites, los que han sido desarrollados recientemente para la
especie (Cardenas et al., 2007). Se dispone de 11 microsatélites altamente variables (12 a 51
alelos) los que a pesar de que no mostraron diferencias genéticas entre las poblaciones
comparadas por Cardenas et al., (2007), son marcadores altamente sensibles para evidenciar
eventos contemporaneos (relacion dispersion/flujo génico) a escala geografica menor (a
diferencia de las aloenzimas). Igualmente, permiten analizar las caracteristicas genéticas de las
larvas y eventualmente asignar su procedencia (analisis de asighamiento).
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2.3.2 Thais chocolata “Caracol Locate”

El Caracol locate Thais (Stramonita) chocolata (Duclos, 1832) es un molusco gasterépodo
perteneciente a la familia Muricidae, abundante en la zona norte de Chile (Fig. 6).
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Figura 6: Morfologia general Externa del Caracol Locate. (Extraido y modificado desde Olguin &
Jerez, 2003).

Distribucion

Su distribucion se extiende desde Paita en Pert hasta Valparaiso en Chile (Osorio, 1979),
encontrando la mayor biomasa entre la I y II regiones (Retamales & Gonzalez, 1982). Su
distribucion batimétrica corresponde a la zona inframareal entre los 4 a 35 metros, aunque se
concentra de preferencia entre los 10-25 m sobre el fondo rocoso, bancos de cholgas, fondos
de conchuelas y arena gruesa (Andrade et al., 1994; Guzman et al., 1998). Se caracteriza por ser

un carnivoro depredador que se alimenta de carrofia y pequefios organismos (Guzman et al.,
1998; Miranda, 1975).

Reproduccion y Ciclo de Vida

T. chocolata, registra una longitud maxima controlada de 12 cm, en Mejillones, Miranda (1967)
determina la estructura de la poblacion y reconoce por lo menos 7 afios. Se caracteriza por ser
una especie gonocorica con fertilizacion interna, la cual presenta diferenciacion externa de su
dimorfismo sexual, con presencia de un hemipene en machos. En épocas de reproduccion se
acumula en grandes densidades sobre roquerios o pilotes de muelles formando agrupaciones
reproductivas llamadas “maicillos” entre los 8 y 18 m de profundidad. El tamafio de madurez
sexual esta aproximadamente en lo 40 mm de longitud (estimada para la I regién, Chile), con
dos épocas reproductivas, mayo y octubre-enero, seguido por la evacuacién de gametos en
junio-septiembre y febrero-marzo, respectivamente (Retamales & Gonzalez, 1982). Se ha
descrito que la evacuacion de las hembras ocurre todo el afio, tal como ocurre en otros Thais
(Barkati & Ahmed, 1983) y muricidos (Ramorino, 1975, Avilez & Lozada, 1975), enla I y II
region Avendano et al, (1998) indica que procesos reproductivos co-ocurren en
simultaineamente en ambas regiones (18°-26°LS). En términos batimétricos, se indica que
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organismos inmaduros se alimentarfan a mayores profundidades y posteriormente, ya maduros
migrarian a aguas someras para reproducirse (Andrade et al., 1994) (Fig. 7).
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Figura 7: Esquema Ciclo de Vida de Chorus giganteus aplicable a Thais chocolata (Extraido desde
Osorio, 2002).

Luego de la copulacién, las hembras depositan grupos de huevos encapsulados, cada
agrupacion contiene capsulas de 100-150 pedunculos, con forma de ampolleta, estas capsulas
miden aproximadamente entre 7 y 15 mm de largo (Romero et al,, 2004) y contienen
aproximadamente 2600 huevos pequefios (130 um). El desarrollo intracapsular reportado por
Romero et al., (2004), en condiciones de laboratorio plantea una duracion de hasta 49 dias pos-
fertilizaciéon desde un embrién hasta una larva veliger (220 = 10 um) d largo. Después de la
eclosiéon nadan hacia aguas superficiales formando pequenas agrupaciones. El desarrollo larval
continua durante 4 meses (a 22°C). Una vez asentado comienza la metamorfosis (Romero et
al., 2004)

Una larva veliger planctotrofica actae teleplanica (sensu# Scheltema, 1971), ampliamente
generalizada en moluscos (Gallardo, 1989), se origina desde capsulas benténicas (10 a 34 dias
antes de eclosionar (Cafiete, 1992; Romero & Bellolio 1991, Romero 1995), con un estadio
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pelagico de alta duraciéon (aproximadamente 120 dias), que presume una capacidad de
dispersion larval capaz de mantener poblaciones separadas geograficamente, con un alto grado
de homogeneidad desde un punto de vista genético, bajo un modelo panmictico.

La permanencia en el plancton estarfa influenciada por patrones regionales y locales de
circulaciéon y mezcla de aguas que pueden favorecer o disminuir el suministro local de larvas.

En términos de estructura poblacional, Andrade et al.,, (1994), utilizando parametros como
estructura de tallas, densidades poblacionales, distribucién espacial y reclutamiento, encontrd
diferencias en agrupaciones maximas de individuos, periodos reproductivos, diferencias en las
tallas medias, diferencias temporales y espaciales en relacion al proceso de reclutamiento. Una
posible distribucién diferencial entre reclutas (aguas profundas) y parentales (aguas someras) es
planteada.

Pesqueria y Areas de Manejo

La pesqueria del Caracol Locate se registra en las estadisticas desde 1986 con un desembarque
de 8244 toneladas, disminuyendo a 975 toneladas en el afio 1997. Su mayor desembarque
aparece asociado con la XV, Iy II (Fig. 8). Se consume en fresco — enfriado, congelado y en
conservas.

Desde el ano 2005 (Fig. 9) se observa una clara disminuciéon de sus desembarques, con un
maximo de 2036 toneladas el afio 1999. Y cerca de 500 toneladas para el 2007 y 2009. Desde el
afio 1996 mediante el D.S. 348/96, publicado en el diario oficial del 29 de mayo de 1996, se
decreto dos periodos de veda, un primer periodo entre la XV, Iy IV region, entre 01-de marzo
al 31 julio y el segundo periodo entre el 01 septiembre al 31 de diciembre. Con una talla
minima de extracciéon de 55 mm de longitud.

Antecedentes Genéticos y Diversidad Genética de Thais chocolata

Dentro de los antecedentes genéticos para el género encontramos que para Stramonita (=Thais)
haemastoma utilizando marcadores aloenzimaticos determinaron dos grupos genéticamente
diferentes, estas correspondian a caracoles tipo caniculata y floridana. La diferencia de estos
dos grupos fue caracteristica de especies congenericas, ademas de mantener sus diferencias
genéticas en simpatria. La variacion alelica de cada grupo fue baja a través de las largas
distancias de muestreos (1500 km). Los autores sugieren que especies con larvas plancténicas
deben tener tasas de flujo génico mayores (Liu et al., 1991). Mediante aloenzimas se diferencid
genéticamente dos morfos de T. clavigera, el autor confirma que estos dos morfos estan aislados
genéticamente habiendo diferencias significativas en las frecuencias de al menos seis alelos
analizados (Hayashi, 1999). Para T. clavigera, se determina que individuos muestreados a lo largo
de la costa oeste de Taiwan pertenecen a la misma poblacion (Yung-Chang, 2001).

Antecedentes genéticos acerca de la especie T. chocolata son casi nulos, salvo presentaciones en
congreso (COLACMAR), uno relacionado con variabilidad genético-morfométrica (Mufioz et
al., 1999) y diversidad genética en dos especies del género Thais (Mufioz et al., 2001)

La utilidad de marcadores microsatélites en especies cercanamente emparentada es una gran

ventaja, dado el tiempo y recursos que requiere aislarlos. Kawai et al., (2001) determiné que 2
marcadores microsatélites heterélogos de 14 loci polimorficos, provenientes de la especie
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Nucella lapillus amplificaron en especies del genero Thais, especificamente T. clavigera (locus
NIw2) y T. bronni (loci Nlw2 y Nlw8). Este es el primer antecedente de potencial uso de
microsatélites en el género para realizar estudios poblacionales. Los marcadores microsatélites
heterol6gos son una gran ventaja para especies que no tienen partidores especie especificos,
aunque se ha establecido que la variabilidad genética disminuirfa a medida que su estatus
taxon6émico aumenta (Barbara et al., 2007).
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Figura 8: Desembarque por region del recurso Locate para el afio 2009. (Fuente: Sernapesca
2010.)
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Figura 9: Serie cronolédgica de desembarque del recurso Locate entre 1999-2009. (Fuente:
Sernapesca 2010)

Hipoétesis propuesta

Para especies marinas sesiles y/o bentonicas se considera que el flujo génico esta determinado
en parte por su modo de reproduccion (aplanico, teleplanico, etc) y la escala/ patrén en la cual
sus larvas y/o juveniles pueden dispersarse. En el caso de Thais chocolata, hablamos de un
especie teleplanica, con una larva planctotrofica de larva vida, que presume una capacidad de
dispersion larval capaz de mantener poblaciones separadas geograficamente, con un alto grado
de homogeneidad desde un punto de vista genético, bajo un modelo panmictico.
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2.3.3 Loxechinus albus “Etizo”

El erizo rojo Loxechinus albus (Molina, 1782) equinodermo de la familia Echinidae, se
caracteriza por ser un organismo herbivoro, cuya dieta esta constituida fundamentalmente por
Lessonia spp, Durvillea spp, Ulva spp y Macrocystis spp.

Distribucion

Su distribucion geografica en el pacifico suroriental es amplia y continua, abarcando desde el
norte de Perd frente a la Isla Lobos de Afuera (6°53°50”S) hasta cabo de Hornos y Tierra del
Fuego en Argentina (Guisado & Castilla 1987), siendo la unica especie de erizo sometida a
explotacién en este rango. Habita en fondos duros desde la zona intermareal hasta los 340
metros de profundidad (Larrain, 1975), pero su extraccién se concentra entre los 0 y 50 metros
de profundidad.

Crecimiento

El crecimiento del erizo es relativamente lento y alcanza una longevidad de hasta los 20 afios,
con un didmetro maximo de testa de 130 mm (Stotz ez al, 1992; Gebauer, 1992; Gebauer &
Moreno 1995). Recientemente Barahona e a/, (2003) encontraron diferencias entre dos
localidades, una de la Region X (Quelléon) y otra de la Region XI (Melinka).

Reproduccion y Ciclo de Vida

L. albus es una especie dioica, sin dimorfismo sexual, con fecundacién externa y alta fecundidad
(Castilla & Defeo, 2001). Sus génadas presentan un color desde tonalidades café, naranjas y
amarillas. El inicio de la actividad gametogénica se ha detectado en tallas entre los 25 y 47 mm
en machos y entre los 25 2 38 mm en hembras (Buckle et al., 1978; Bay — Schmith et al., 1981).
La época de desove varfa a lo largo de la costa de Chile, teniendo un solo desove en el afilo que
puede extenderse de uno a tres meses dependiendo de la latitud (Bay-Schmith et 4/, 1981).

L. albus es una especie con periodo larval (larva equipluteus) planctonico largo y variable
(Castilla & Defeo (2001), permaneciendo la larva en el plancton por algunas semanas (Arrau,
1958; Guisado & Castilla, 1987; Gonzalez et al., 1987). Se conoce que el asentamiento ocurre
principalmente en sistemas intermareales rocosos para después migrar al submareal y a aguas
mas profundas (Guisado & Castilla 1987; Vasquez 2001). Esta especie no presentaria patrones
migratorios regulares (Castilla & Defeo, 2001).
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Pesqueria y Areas de Manejo

Los desembarques de la especie han oscilado en los tltimos diez afios entre las 60 mil y 35 mil
toneladas (Fig. 10), generandose principalmente en el sur de Chile, X, XI y XII, estas zonas son
las que aportan el mayor nimero de desembarques (Fig. 11)
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Figura 10: Desembarque nacional del recurso L. albus entre 1996 — 2009 (Fuente Sernapesca
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Figura 11: Desembarque nacional del erizo rojo por regiéon para el ano 2008 (Fuente

Sernapesca 2009).
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En el norte grande, particularmente XV, I y II region, a pesar que no presenta desembarques
comparables con la zona sur, se ha mantenido en valores que oscilan entre las 1000 y 2000
toeneladas, particularmente en la I regién (Fig. 12).
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Figura 12: Desembarques del erizo rojo para la I y II. (Fuente: Sernapesca 1998-2009) (Fuente
Sernapesca 2010)

Existen cuatro decretos supremos que determinan fechas y zonas de veda para el erizo, D.S.
291/87 periodo entre 15 octubre al 15 enero (I a XI), D.S. 275/99" periodo entre 15 agosto al
15 marzo XII, D.S 439/00° periodo entre 16 enero al 01 marzo (X a XI) y por tltimo el D.S.
524/03 petiodo 15 agosto al 15 marzo (47°10" LS y limite sur XI). En cuanto a las tallas
minimas de extraccion para el recurso estas estin normadas por D.S. 291/87, esta es una
normativa nacional y establece un tamafio minimo de extracciéon de 7 cm de diametro, sin
tomar en cuenta las puas. Las principales caletas donde funcionan areas de manejo en el norte
grande (I, I y II regién) se presentan en la Tabla 7.

' Mediante decreto N° 972/06, se suspende la veda del Erizo en la XII Region, entre el 16 de
agosto y 10 de septiembre de 2006.

> D.EX. N° 313/2008 prorroga veda hasta el dfa domingo 30 de matzo, en el area maritima
comprendida entre el limite de la XI region y el paralelo 47°10' LS.
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Tabla 7: Principales caletas que presentan el recurso L. a/bus en el norte grande de Chile
(Fuente: Sernapesca).

Region Caleta

I ARICA
CAMARONES

1 CARAMUCHO
CHANAVAYITA
CHIPANA

LOS VERDES
PABELLON DE PICA
PISAGUA

PUERTO IQUIQUE
RIO SECO

SAN MARCOS

11 CIFUNCHO

COBIJA

COLOSO

ISLA SANTA MARIA

JUAN LOPEZ
MEJILLONES

PUNTA ARENAS II Reg
PUNTA ATALA
TALTAL

TOCOPILLA

URCO

Antecedentes Genéticos y Diversidad Genética de Loxechinus albus

Lee et al., (2004), determinaron las relaciones filogenéticas y el tiempo de divergencia de etizos
marinos antarticos y su relaciéon con erizos sudamericanos, utilizando secuencias de ADNmt
(COI y 12§), los autores determinan que el tiempo de divergencia entre S. neumayeri y L. albus
coincide con la separaciéon del continente antartico y Sudamérica sugiriendo que eventos
tectonicos han provocado la cladogénesis de la especie a través de evectos vicariantes.

Espejo et al., (2004), trabajaron bajo una hipétesis nula de homogeneidad genética de L. albus a
lo largo de la costa chilena (Punta Arenas, Tirda, Antofagasta). Basado en el analisis genético
de 13 sistemas enzimaticos con un total de 21 loci presuntivos, 9 de ellos polimérficos. 6 loci
polimorficos fueron seleccionados para el analisis (PGI, PGM, AAT-1, AAT-2, MDH y IDH),
no encontrando diferencias genéticas (Fst= 0.002-0.069), por lo cual no existirfan barreras
geograficas para impedir el flujo génico (conectividad) dentro de la zona estudiada.
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Toro et al.,, (2005) analiz6 la estructura genético poblacional de L. a/bus mediante seis sistemas
enzimaticos (PGM, GPI, PEP, ICD, GSR y EST) en 12 poblaciones (Iquique a Punta Arenas)
no encontraron diferencias genéticas entre las diferentes zonas analizadas con un flujo génico
(individuos por generacion) de 5.93, flujo suficiente como para mantener la homogeneidad
genética.

Hipoétesis propuesta

De la informacién disponible en L. a/bus se puede inferir que las poblaciones presentes en las
costas chilenas presentarfan una gran conectividad a nivel larval, la cual no se verfa afectada por
procesos de deriva genética y/o presiones selectivas que puedan originar diferencias,
generando que en su distribucién a lo largo de la costa chilena (Arica a Punta Arenas; ca 5000
Km) se comporte como una gran unidad panmictica.
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2.3.4 Octopus mimus “Pulpo del Norte”

El pulpo de los Changos, Octopus mimus (Gould 1882), cefalépodo de la familia Octopodidae,
presenta un cuerpo ovalado, globoso y redondeado posteriormente. De ojos moderadamente
prominentes, de piel rugosa y cubierta por mamelones carnosos con numerosas papilas
conicas, con reticulado epidérmico en mosaico y testelas anchas y alargadas (Fig. 13). Los
brazos son largos y no sobrepasarian el 85% de la longitud total del animal. Hay ventosas mas
grandes en los 2° y 3° brazos, tanto en machos como en hembras. El 3° brazo esta
hectocotilado en machos, con una ligula pequena y el calamo discretamente largo. El 6rgano
del sifén tiene una forma de W. Las branquias tienen 7 a 8 laminillas por hemibranquia externa.
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Figura 13: Ejemplar de Octopus mimus (Extraido de Osorio, 2002).

Distribucion

Su distribucion se presenta entre el norte de Pert a bahia San Vicente en Chile, este cefalépodo
presenta un tamano hasta 1200 mm y peso de 4104 g, en cautiverio es posible encontrar
individuos con una tasa de crecimiento de 396g/mes. Presenta habitos nocturnos y se
alimenta de crustaceos, moluscos y pequefios peces (Cortez et al., 1999b).

Reproduccion y Ciclo de Vida

O. mimus, es una especie dioica de fertilizacién interna, al igual que la todas las especies del
género Octgpus. Esta especie presenta la capacidad de reproducirse durante todo el afio, en
algunas poblaciones la maduracion y postura se intensifica en los periodos de otofio- invierno e
invierno-primavera. Se ha estimado que el peso de maduracion de O. mimus es de 300 g para los
machos y 750 g las hembras. Las hembras son capaces de desovar 213000 ovocitos, mientras

que los machos presentan un maximo de 66 espermatoforos por bolsa Needham (Leite et al.,
2008).

El proceso de copula ocurre de la misma forma que en O. wulgaris, el macho se aproxima a la
hembra extendiendo el hectocotilo, y lo situa bajo el manto de la hembra, de esta forma se
transfieren los espermatoforos, desde el macho, al ovioducto distal para la posterior
fecundacién de la hembra, quien se encargara, hasta el momento de eclosion de cuidar a los
huevos (Cardoso et al., 2004). (Fig. 14).
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Esta especie, al igual que la mayoria del género Octopus, se caracteriza por ser una especie
semélpara, las hembras mueren una vez alcanzada la madures sexual. Este comportamiento es
atribuido a la glandula 6ptica, quien también se encarga de aspectos fisioloégicos como desove,
degeneracion postreproductiva, la nidacion, la inanicién y las expectativas de vida (Olivares-
Paz et al., 2006). Los cambios mas notorios en la maduraciéon de la hembra, son a nivel de
ovario y de la glandula oviductal, las que aumentan su masa entre 300 y 20 veces
respectivamente. También es posible observar en esta etapa, que la madures meidtica ocurre en
animales jovenes, durante el momento en que los ovarios generan una intensa proliferacién de
células germinales, sin generar aumento de la masa ovarica (Zamora & Olivares 2004; Olivares-
Paz et al., 2000).

El proceso de proliferacion de las células germinales se va estancado al acumularse vitelio,
provocado por el crecimiento gonadal, de esta forma se inicia la vitelogenesis, la que marca la
madurez sexual, esta etapa no se genera de manera sincronizada en las hembras de O. minus, ya
que los ovocitos al iniciarse la vitelogenesis se encuentran es estadios posteriores del desarrollo
del ovario, esta asincronica en el desarrollo folicular, permite a la hembra a presentar un
periodo de postura de 20 dfas (Zamora & Olivares 2004). Los machos de esta especie por su
parte presentan maduraciéon temprana, permaneciendo en esta condicién por un tiempo
prolongado, lo que les permite transferir sus gametos en mas de una ocasion, hasta el fin de su
ciclo vital. Se han detectado tres tipos de machos: maduros jovenes, de madurez maxima y en
regresion; estos ultimos disminuyen la produccién espermatogénica, lo que indica el
envejecimiento del O. mzmus (Warnke, 1999; Olivares-Paz et al., 2000).

La madurez sexual de los machos, al igual que de las hembras, se ve regulada por las glandulas
opticas, las que secretan un factor mitogénico gonadotréfico, el que desencadena la
proliferaciéon de las células germinales. Ademas el sistema reproductor masculino presenta
hormonas sexuales como esteroides y progesterona (Cortez et al., 1999b; Warnke, 1999).
Durante la puesta de los huevos, la hembra deja de alimentarse, se encarga de cuidarlos
aireandolos y limpiandolos, de manera de evitar contaminacién de los huevos, hasta el
momento de la eclosiéon. Los huevos se fijan en forma de racimo, aproximadamente 200
racimos por puesta de 6 a 10 cm de longitud, hasta alcanzar su desarrollo embrionario, el que
se alcanza 25 difas aproximadamente, luego de la eclosion, no se observan periodos larvales o
metamorfosis (Cortez et al.,1999b; Warnke, 1999). Las primeras paralarvas se observan a los 37
dias de eclosién. Estas son plancténicas, presentan fototactismo positivo; la talla de eclosion de
la paralarva son de aproximadamente 2,2 mm de longitud y 0,99 mm de longitud de manto
(Baltazar et al., 2000). En referencias a estudios realizados a fin de completar el ciclo de vida en
cautiverio, los autores Iglesias et al., (2004) han demostrado la factibilidad de producir en
hatchery O. wvulgaris mediante el control temperatura y salinidad asi como de alimentacion
durante el perfodo de paralarva (etapa de mayor mortalidad). Los resultados demuestran que
una alimentacién combinada de larvas zoeae y Artewia permite obtener un 31.5% de
supervivencia de paralarvas a los 40 dias de cultivo. En tal periodo las paralarvas alcanzan un
peso aproximado de 9.5 mg, llegando a los 0.5-0.6 kg a los 6 meses de edad. Dos meses
después los pulpos alcanzan un peso de 1.4-1.8 kg. Este rapido crecimiento no-asintético
caracteristico de Octopus, es una de las grandes interrogantes del grupo debido principalmente a
la alta variabilidad interindividual y a la falta de métodos precisos para estimar la edad en los
ejemplares asf como de sus unidades poblacionales (Semmens et al., 2004). Lo anterior, toma
mayor complejidad debido a que la estructura de tallas de la poblacién son altamente
influenciadas por la prevalencia y escala de patrones de migracién en pulpos. Dichos patrones
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ocurren en todas las etapas del ciclo su ciclo de vida y han sido objeto de nimeros estudios
debido a la importancia en la implementaciéon de regulaciones pesqueras sobre el recurso
(Semmens et al., 2007).
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Figura 14: Ciclo de vida Octopus mimus (Extraido desde Osorio, 2002)

Reclutamiento y Crecimiento

En general las especies del género Octopus presentan una paralarva plancténica la que se
transforma en un juvenil después de 2 meses aproximadamente de vida nadadora. En
referencia al reclutamientos de O. mimus, se han realizado escasos estudios que describan el
patrén y factores que controlan o afectan el proceso de reclutamiento. Sin embargo, Cortez et
al., (1999b) logran medir el crecimiento en poblaciones naturales de O. mimus de la 1 region
(Iquique), separaron a los individuos por sexo y tamafio logrando identificar 6 cohortes para
machos y 5 para hembras, cuyas tasas de crecimiento medidas en longitud total fue para
machos entre 0.15% a 0.84% d"' mientras que para hembras 0.12% a 0.90% d"' ademas miden
la tasa de crecimiento en relacién al peso corporal total obteniendo un promedio de 1.08% d'
para machos y un 1.19% d"' para hembras en verano, mientras que en invierno el crecimiento
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corporal fue de 0.16% d' en machos y 0.71% d' en hembras. Cortez et al., (1999a) realizando
un estudio sobre parametros de crecimiento de individuos capturados del medio natural y
mantenidos en sistemas controlados en mar abierto, obtienen un crecimiento exponencial
durante los primeros 40 dias con un promedio entre 5.33%-5.63% de peso corporal por dia
(326.6 gy 439 g, respectivamente) descrita por la siguiente ecuacioén de crecimiento BW=40.80
"™ pero durante los 40-70 dfas la tasa de crecimiento disminuyo a 2.25%-0.99% cambiando

la ecuacién de crecimiento BW=-969.0 + 383.4Int.

Cardoso et al., (2004) obtuvieron relaciones talla-peso para hembras W=0.6521 LM**" y para
machos W=0.6521 LM**" a lo largo de la costa peruana concluyendo que O. mimus posee un
crecimiento alométrico. Baltazar et al., (2000) obtuvieron en condiciones de cautiverio pesos de
hasta 2.2 kg para O. mimus a partir de individuos de 348 g en un periodo de 5 meses mostrando
una tasa de crecimiento de 369g/mes. Ellos determinaron un crecimiento exponencial de
W=434.74 ">,

Filogenia en Cephalopoda: Octopodidae

Cephalopoda es una de las nueve clases que integran al Phyllum Mollusca. Los cefalépodos
son divididos comunmente en dos principales grupos: Nautiloidea y Coleoidea comprendiendo
Octopoda (8 brazos) y decapoda (8 brazos + 2 tentaculos). La sistematica del los cefalépodos
en general ha mostrado un constante cambio debido a la dificultad de establecer relaciones
solidas entre ellos en base a sus caracteristicas morfologicas y paleontoldgicas. Aproximaciones
moleculares entorno a la filogenia en Cephalopoda fueron inicialmente estudiadas por
Bonnaud et al., (1997) mediante secuencias del gen citocromo oxidasa III. El autor describe
533 pb en 17 especies de cefalépodos (14 decapodos, 2 octépodos y 1 vampiromorfo). El
analisis de COIII confirma el origen monofilético del grupo decapoda (incluyendo a especies
de las familias Lolignidae y Sepiolioidea) y deja en posicion intermedia a 1V ampyrotenthis infernales
entre dicho grupo y especies del género Octopus. La posicion intermedia filogenética del grupo
vampiromorfo confirma la existencia de caracteristicas morfologicas compartidas entre ambos
grupos. No obstante los valores de distancia genética encontrados acercan mas este grupo al
género Octopus en comparacion con los cefalépodos decapodos. En referencias a estudios
filogenéticos en Octopidae, el taxon contiene alrededor de 90 especies las cuales se encuentran
distribuidas circumglobalmente excepto en los mares articos y antarticos (Nesis 1987). Analisis
moleculares en la filogenfa de Ocfogpus han sido focalizados sobre estudios de aloenzimas y
ADN mitocontrial (ADNmt) regiones: COIL, COII, COIII, 16s ARNt, etc. (Bonnaud et al.,
1997; Séller et al., 2000; Warnke et al., 2000; Warnke et al., 2004). Sin embargo, el estatus
taxonémico de muchas especies es aun incierto, ejemplo de ello es O. mimus (Gould, 1982) el
cual fue largamente considerado sinénimo con O. vulgaris (Osorio et al., 1979; FAO, 1996) pero
observaciones realizadas sobre caracteres taxondmicos y embrionarios por Cortez (1999b) y
Warnke (1999) re-describen a la especie como O. mimus. Antecedentes moleculares obtenidos
entre O. mimus y O. vulgaris fueron expuestos paralelamente por los autores Warnke et al.,
(2000) y Soller et al., (2000). El primero de ellos mediante la utilizacién de marcadores RAPD
identifica bandas especificas desde ejemplares (O. mimus/ O. vulgaris) muestreados desde areas
costeras del océano Atlantico (Lanzarote, Senegal, Sudafrica, Tristan da Cunha y Brasil) mar
caribe (Venezuela) y océano Pacifico (Costa rica y Norte de Chile). De un total de 14 bandas,
s6lo los ejemplares de Octgpus provenientes del Atlantico presentan de manera especifica los
amplicones 1 y 13. Adicionalmente, los ejemplares del océano Pacifico presentan una banda
caracteristica de aproximadamente 250 pb (banda 14). Los resultados obtenidos mediante
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amplicones RAPD demuestran una diferenciacion entre los ejemplares reconocidos como O.
minmus y O. vulgaris.

0. vulgaris 5
100 (Costa Rica, Pacffic)
—_— 100/ O. mimus
0 0.02 100 (North Chile, Pacific)
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Figura 15: Relaciones filogenéticas obtenidas mediante analisis del gen mitoncondrial
Citocromo Oxidasa III en Octopus (Soller et al., 2000).

El segundo autor Séller et al., (2000), mediante analisis de secuenciacion del gen de ADNmt
citocromo oxidasa III (COIII) sugiere al analizar 15 especimenes extraidos desde aguas
mediterraneas (Francia), suroeste Atlantico (Brasil), el Caribe (Costa Rica), Pacifico
sureste/tropical (Norte de Chile y Costa Rica) la existencia de dos principales clusters: (1)
incluye a O. rubescens, O. dofleini y O. californicus, y (2) todos los ejemplares de O. vulgaris, O.
bimaculatus, O. bimaculoides y O. mimus. Con una excepcion, todos los haplotipos sudamericanos
incluyendo O. bimaculatus y O. bimaculoides aparecen como grupo hermano de los haplotipos
Mediterraneos de O. vulgaris, indicando que la mayoria de los ejemplares O. vufgaris investigados
pueden no pertenecer a las especies descritas en el Mediterraneo y Atlantico Este. De hecho, la
especie fue largamente considerada con una distribucién global (Oosthuizen, 2003; Warnke et
al., 2004), no obstante, diversos autores la consideran restringida al mediterraneo y Atlantico
Oriental (Mangold & Hochberg 1991; Mangold, 1997). Recientemente, especies clasificadas
previamente como O. wvulgaris, han sido separadas entorno a un complejo denominado O.
vulgaris y redescritas separadamente a través de aproximaciones genéticas (Warnke et al., 2000;
Warnke et al., 2004). La posicion de O. mwimus como una especie distante de O. vulgaris del
Mediterraneo es fuertemente sustentada debido a la alta divergencia nucleotidica de 12.7%
entre dichas especies. Basados sobre la construcciéon de hipdtesis filogenéticas del gen
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COIllImt, los autores sugieren la existencia de especies cripticas entre pulpos similares
morfolégicamente a O. vulgaris.

Posteriormente, los autores Warnke et al., (2004) amplian la revisiéon del taxon mediante
analisis tanto de COIII como de 16s ADNr. Los resultados muestran en general una
concordancia con los antecedentes descritos por Soéller et al.,, (2000) en referencia al origen

monofilético del grupo y confirma la presencia de la especia en el océano atlantico, Pacifico
Norte, Sudafrica, mar caribe y Mediterraneo (Fig. 15).

Pesquerias y Areas de Manejo

La pesqueria del recurso O. mimus, se desarrolla principalmente en las regiones I a III,
concentrandose en la regiéon 11, acumulando en el afio 1996, el 55.6% del desembarque total.
En términos generales la dinamica de este recurso muestra en el periodo 1984-1986 un
incremento significativo de los niveles de desembarque, con un promedio de 540 ton/afio,
posteriormente los desembarques se mantienen en niveles que no superan las 50 ton/afio

(Gonzalez et al., 19906).

Los registros obtenidos desde Sernapesca indican que en el afio 1998 tanto parala I y II region
del pais ocurrieron los mayores desembarques a nivel pesquero artesanal (Fig. 16), pero
posteriormente  los  desembarques fueron disminuyendo hasta  estabilizarse en

aproximadamente entre 500-1000 toneladas por afo para la I regién, con un drastico aumento
en el afio 2008 alcanzando las 250 toneladas.
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Figura 16: Desembarque nacional y de la I y II regién del recurso pulpo O. mimus 2001-2009
(Fuente: Sernapesca 2010).
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El historial de registros desde desembarques provenientes desde AMERBs, son principalmente
aportados por la II region. Cabe mencionar que los volimenes desembarcados son
considerablemente menores a los registrados por el sector pesquero artesanal (Fig. 17).

B | Region [—1llRegion —#—Total desembargque pais

3000 - - 5000
—
e
2500 -

- 4o00 @
o~ =
c 0
O 2000 - o
'_

— — - 3go0 &
w
o 1500 - *E
Pl L
m
a - 2000 {g
£ 1000 - o
a T
o o
0O soo - [ 1000 %
W
i
0 A . n O

Figura 17: Desembarque nacional y de la I y II regién del recurso pulpo O. mimus 1998 - 2009
proveniente de Areas de Manejo y Explotacion de Recursos Benténicos (AMERBs) (Fuente:
Sernapesca 2010).

Las medidas de regulacién enfocadas a la proteccién del recurso pulpo, determinan un peso
minimo de captura de 1 kg, una veda reproductiva entre el 15 de noviembre y el 15 de marzo
de cada afio (D.S. MINECOM N° 137 de 1985), y el cierre del registro artesanal de la I a I1I

regiones en todas sus categorias (Res N° 316/95).

Antecedentes genéticos y Diversidad genética en Ocropus: implicaciones en manejo de
pesquerias

Recientemente, avances en el campo de la genética molecular han permitido dar un salto
cualitativo en identificaciéon genética de stock poblacionales (Gutierrez & Perez, 2005; An &
Han 2006 ). Gracias al aumento progresivo de los marcadores de ADN, ha sido posible
identificar stock principalmente de especies pelagicas como peces y crusticeos (Shakee et al.,
1999; Smith et al., 2002). Sin embargo, estudios de genética poblacional en recursos benténicos
s6lo han sido focalizados en moluscos bivalvos y gastropodos (Sweijd et al., 2000; Zuaniga et
al., 2000; Gallardo-Escarate et al., 2005; Gutierrez & Perez, 2005). En referencia a estudios
genéticos en poblacionales demersales como los cefalépodos, éstos han sido escasamente
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desarrollados excepto en el caso de calamares y jibias (Carvaloo et al., 1992; Brierly et al., 1993;
Shaw et al., 1999). En pulpos los estudios han sido dirigidos al establecimiento de relaciones
filogenéticas y con especial énfasis al género Octopus (De los Angeles et al., 1995; Bonnaud et
al., 1997; Séller et al. 2000; Warnke et al., 2000). En este sentido, a pesar que Octopus vulgaris es
una de las especies de cefalopodos mas intensamente estudiadas, aun se encuentra en
constantes revisiones taxonomicas.

En referencia a estudios poblaciones en Ocfopus, Faraj et al., (2007) mediante consideraciones
espaciales de patrones de migracién asi como geoestadistica, describe mediante el mapeo
georeferenciado hembras maduras y juveniles en las fases de desove y reclutamiento de O.
vulgaris sobre la costa Oeste de Marruecos. El autor reporta claras diferencias entre dichas fases.
Los juveniles son mayormente costeros (profundidades <50m), menos dispersos espacialmente
y mas anisotrépicamente distribuidos. Mientras que ejemplares adultos (hembras maduras)
migran hacia aguas profundas (>100 m) hasta antes del perfodo de desove. De esta forma, el
reclutamiento se realizarfa principalmente en la regiéon costera lo cual posee implicaciones de
regulaciones pesqueras debido a que los ejemplares adultos serfan mas susceptibles a la flota
industrial en comparacion con la flota artesanal que sélo centraria su esfuerzo de captura sobre
ejemplares adultos en perfodos no reproductivos. Adicionalmente, lo anterior implicarfa un
mayor potencial de dispersion de paralarvas en fase pelagica (2 meses aprox.) (Balguerias et al.,
2002). Factores temporales como presencia de surgencia y temperatura permitirfan el
reclutamiento local en areas adyacentes a las zonas de desove reteniendo asi parte de la
biomasa (Balguerias et al., 2000). No obstante lo anterior, falta evidencia robusta que permita
sustentar si el potencial de dispersion de Ocfgpus permite una homogenizacion de las
poblaciones adyacentes. Contrariamente, es probable que los patrones de migracion
observados en pulpos determinen algiin grado de retencién de la biomasa desovante dado que
el reclutamiento se realiza principalmente en zonas costeras altamente influenciadas por un
caracter temporal.

Hipétesis propuesta

Para especies marinas como O. mimus que vive en fase adulta asociado a grietas y roquerios sin
desplazarse grandes distancias, su flujo génico podria estar determinado principalmente por su
modo de reproduccion y la escala/ patrén en la cual sus larvas y/o juveniles pueden
dispersarse. En el caso de O. mimus, hablamos de un especie con una larva planctotrofica de
larva vida (ca 2 meses), que presume una capacidad de dispersion larval capaz de mantener
poblaciones separadas geograficamente, con un alto grado de homogeneidad desde un punto
de vista genético, bajo un modelo panmictico.
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2.4 CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTUDIO

Dado que los organismos se ven fuertemente afectados por los cambios que se producen en su
medio ambiente, especialmente aquellos que habitan en las zonas intermareales, como las
especies objetivo de este estudio. A continuacion se reunen brevemente algunos antecedentes
importantes de conocer y describir en cuanto a la geografia y oceanografia del area de estudio
comprendida aproximadamente entre los 18 y 26°S, que corresponderfa al area norte del
Sistema de la Corriente de Humboldt (SCH). Estos antecedentes y otros que seran recabados
durante el transcurso del proyecto nos permitiran sustentar de mejor manera los resultados
obtenidos.

En general el area norte del SCH presenta una costa predominantemente rectilinea, sin
mayores indentaciones y alineada en sentido surnorte (Escribano & Hidalgo, 2001). La
plataforma continental es estrecha y en algunos sectores virtualmente inexistente (< 10 km
entre el limite norte y los 33,5°S) hacia el sur la plataforma continua ensanchandose levemente
alcanzando aproximadamente los 70 km entre los 36°-42°S (Figueroa, 2002 fide Montecinos et
al., 2004), mas al sur la plataforma se angosta y se quiebra reapareciendo en forma extensa en el
lado Argentino. Por lo cual la mayoria de la productividad biolégica ocurre en una banda
estrecha a lo largo de la costa, en particular en areas de surgencia muy activa (Fonseca & Farfas,
1987). Asi la estrecha franja costera constituye una zona clave de producciéon bioldgica del
SCH, reflejando el reconocido rol de los margenes costeros en la productividad de los océanos
(Walsh, 1991). En este margen continental la alta productividad biolégica es promovida por la
surgencia costera inducida por los vientos sur y suroeste (Alheit & Bernal, 1983). La surgencia
fertiliza la zona eufética promoviendo altos niveles de producciéon nueva (Barber & Smith,
1981). Es necesario hacer notar también que la zona costera es el lugar donde se concentra la
explotacion de recursos marinos, como es el caso de las especies objetivo de este estudio, junto
a las actividades propias del uso industrial y urbano del litoral. De tal manera que es ineludible
una comprensiéon cabal de los procesos fisicos, quimicos y biologicos para desarrollar
apropiadas medidas de manejo y proteccion.

Las masas de aguas que se encuentran frente al norte y centro de Chile aproximadamente sobre
los 500 m de profundidad, presentan importantes diferencias de temperatura y salinidad. Las
principales masas de aguas frente a Chile se muestran en la figura 18.

El sistema de masas de aguas mas predominante corresponde a la corriente de Humboldt que
posee dos ramas que se dirigen hacia el norte transportando aguas de origen subantartico (frias
y relativa baja salinidad), una costera y otra oceanica alcanzando una profundidad aproximada
de sobre los 500 m (Pinet, 1998). En contraposicion a este flujo hacia el norte existen dos
corrientes, la primera la Contracorriente del Peru la que esta constituida por aguas de origen
subtropical y que se sitda entre las dos ramas de la corriente de Humbolt y el segundo flujo
hacia el sur se denomina Contracorriente Costera de Chile, la que se presenta mas claramente
en la zona norte del pafs, como una corriente débil que afecta hasta los 150 m
aproximadamente. Por debajo de la rama costera de la corriente de Humboldt, es posible
detectar la influencia de la contracorriente Subsuperficial Pera-Chile, que se extiende desde la
zona norte del Pert hasta alrededor de los 48°S, la que lleva aguas de origen Ecuatorial
Subsuperficial caracterizadas por su bajo contenido de oxigeno disuelto.

34



Informe Final FIP N°2008-39 “Caracterizacion molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio de

conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”.

Desde la zona norte ca. 18°S, que corresponde a nuestra zona de estudio, hasta
aproximadamente los 30°S se pueden identificar cinco masas de agua: en la capa superficial se
encuentra el agua Subtropical y agua Subantartica, en la capa subsuperficial se ubica el agua
Ecuatorial Subsuperficial, bajo ella esta el agua Intermedia Antartica y mas abajo el agua
Profunda del Pacifico. En la zona central del pais se encuentran las mismas masas de agua que
en la zona norte, con excepcion del agua Subtropical que ocasionalmente alcanza estas
latitudes. En la Tabla 8 se aprecian las distintas masas de agua descritas para Chile por Robles
(1979) citado por Bernal et al., (1982).

Tabla 8: Detalle de masas de agua en Chile descritas por Robles (1979). Modificada de Bernal
et al., (1982). En negrita y cursiva las masas de aguas presentes en la zona de estudio.

Area 1: 75°-90°W;18°-35°S

Masas de agua Profundidad |Temperatura |Salinidad (%o) |Oxigeno
(m) CO) (ml/l)
Subtropical superficial (AST) <35 >18,5 >34.8 >5
Subantartica (ASA) 70-130 12,5-13,5 34.2-34.4 4,1-5,6
Ecuatorial subsuperficial (AEES) |320-370 8,5 34,4-34.5 0,9-2,2
Intermedia Antartica (AIA) 540-640 5,5-6,5 34,4 2,4-41
Area 2: Costa-75°W; 18°-28°S
Subtropical superficial (AST) | <12 >18,5 >34.9 >5
Subantirtica (ASA) 25-40 14,5 34,7-34,8 2,5-4,5
Arica-Mejillones 100-110 12,5 34,7-34,9 0,6-1
Ecuatorial subsuperficial| 330-370 9,5-10,5 34,6-34,8 0,3-0,6
(AEES)
Intermedia Antartica (AIA) 710-750 55 34,5 1,5-1,9
Area 3: Costa-75°W; 28°-39°S
Fiordos 10-17 13,5-17,5 33,9-34,2 5,3-6
Subantartica (ASA) 20-50 11,5-13,5 34,1-34,2 4-57
Ecuatorial subsuperficial (AEES) | 300-340 8,5 34,5-34.6 0,8-1,3
Intermedia Antartica (AIA) 560-600 5,5 34,3-34 4 3,8-4,1
Area 4: Costa-77°W; 39°-48°S
Fiordos 0-40 11,5-13,5 32,7-33,4 5,5-6,6
02 minimo 152-210 8,5-9,5 34,1-34,4 2,0-3,0
Ecuatorial subsuperficial (AEES) |290-390 6,5-7,5 34,3-34 4 2,543
Intermedia Antartica (AIA) 500-530 5,5 343 5,0-5,2
Area 5: 76°-90°W; 35°-48°S
Subantartica (ASA) 10-30 13,5-14,5 33,7-34 5,9-6,2
02 minimo 220-270 6,5-8,5 34,1-34,4 3,3-5
Intermedia Antartica (AIA) 450-470 5,5 343 5,5-5,8
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Dado que las especies objetivos del presente proyecto y sus estadios de desarrollo habitan en
aguas litorales mas someras, es necesario caracterizar de buena manera el flujo de las corrientes
superficiales del area norte y los fenémenos morfologicos y oceanograficos (e.g., corrientes
costeras, surgencia, frentes termales, giros, incidencias de mareas, topografia, ) que ahi suceden
y que sin duda afectan la magnitud y direccion del flujo génico (conectividad) entre las areas en
estudio, y por ende el grado de estructuracién que sus poblaciones presentan.

Figura 18: Principales masas de agua frente a Chile (Corte Vertical). (Extraido y Modificado
desde Osorio, 2002).

En la figura 19 se ilustran la zona norte del SCH vy la localizacién de las zonas de muestreo mas
particulares desde el punto de vista geografico y otros, Bahia de Antofagasta y Bahia de
Mejillos, asi como las principales corrientes que interactian en el norte de Chile en una gran
escala espacial.
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Figura 19: Area norte del Sistema de la Cottiente de Humboldt, ilustrando la dindmica de gran
escala de corrientes marinas. CG = Corriente subsuperficial de Gunther, CCP =
Contracorriente Peruana, CCHP = Contra Corriente Chile — Perii, CCC = Corriente Chilena
Costera (Extraido y modificado desde Escribano & Hidalgo, 2001).

36



Informe Final FIP N°2008-39 “Caracterizacion molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio de
conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura genética de los diferentes stocks de las principales pesquerias: erizo,
locate, pulpo, loco, presentes en el norte grande (I y II regiones), detectando las areas y fuentes
de sumidero de estos recursos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

El desarrollo de los objetivos especificos se presenta a continuacién de acuerdo a su orden
logico en el tiempo.

4.2 Establecer los loci microsatélites polimorficos para cada una de las especies.

4.3 Determinar los parametros genéticos poblacionales de cada uno de los loci microsatélites
en las diferentes especies y poblaciones de la I-II regiones.

4.1 Determinar la diversidad genética y el flujo génico entre stocks efectivos para cada uno de
los recursos en estudio.
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5. METODOLOGIA DE TRABAJO

5.1 CONSIDERACIONES SOBRE EL TAMANO, AREA Y PERiODO DE
MUESTREO

Para efecto de coordinar acciones tendientes a desarrollar de la mejor manera las actividades
para el cumplimiento del objetivo general y objetivos especificos, se contempld el desarrollo de
reuniones de trabajo y de coordinaciéon del equipo técnico comprometido en la presente
propuesta, de tal manera de discutir la metodologia y afinar su aplicacién practica, para
posteriormente presentar el desarrollo de las actividades y justificar el desarrollo metodologico
ante los equipos técnicos del Fondo de Investigacion Pesquera y Subsecretaria de Pesca. En
forma paralela, se realizaron las gestiones y tramites correspondientes para obtener permiso de
investigacién para estos recursos en los perfodos en que se encuentran en veda, con la finalidad
de no infringir las normativas vigentes y a la vez cautelar la toma de muestra de ejemplares y la
informacién necesaria para dar cumplimiento al objetivo general del proyecto.

Eleccion de lugares de muestreos:

En la eleccién de los sitios de muestreos, se utilizé la informaciéon disponible de la actividad de
las Areas de Manejo y Explotacion de Recursos Bentonicos (AMERB,) de las I y II Regiones,
que dispone el Servicio Nacional de Pesca y Subsecretaria de Pesca, utilizando como criterios
de decision, que dentro de sus Planes de Manejo y Explotacién del Area (PMEA) estuvieran las
especies objetivos del estudio como recursos principales, el funcionamiento de las AMERBS y
su persistencia en el tiempo. Aspectos logisticos que facilitasen la obtencién de las muestras, su
muestreo en terreno y traslado hacia las dependencias indicadas.

Tomando en consideracion los resultados esperados, en la presente propuesta se tomaran
como sitios de muestreos 5 localidades (Tabla 9); Clavelito (I Regién, Arica); Pisagua (I
Region, Iquique); Punta Arenas (II Region, Tocopilla); Punta Campamento (II Region,
Mejillones) y Punta Sur Taltal (II Region, Cifuncho).

En cada unos de los lugares se contactd con los sindicatos por el objetivo de solicitar su
colaboracién y experiencia en estas pesquerias.
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Tabla 9: Situaciéon de areas de manejo presentes entre la I y II Region de Chile (Fuente

Subpesca y Sernapesca).

Region Nombre Has N° socios Ha/Socio Situacion
Atica 2.817,5 185 15,23 Renunciado

| Clavelito 52,6 74 0,71 Esba

1 Camarones 44,6 26 1,72 Plazo vencido
Pisagua 155,4 51 3,05 5° Seguimiento
Pta Colorada 491,0 46 10,67 1° Seguimiento
Pta Piedra 2375 50 4,75 1° Seguimiento
Los Toyos 113,6 25 4,54 2° Seguimiento
Caramucho A 48,9 41 1,19 6° Seguimiento
Caramucho B 8,3 41 0,20 3° Seguimiento
Chanavayita 256,3 46 5,57 7° Seguimiento
Chanavaya 202,4 25 8,10 7° Seguimiento
Rio Seco A 239 24 0,99 Plazo vencido
Rio Seco B 1244 24 5,18 4° Seguimiento
San Marcos A 11,3 72 0,16 2° Seguimiento
San Marcos B 61,8 72 0,86 5° Seguimiento
Chipana A 396,9 32 12,40 3° Seguimiento
Chipana B 53,5 32 1,67 1° Seguimiento
Pabell6n de Pica A 99,0 25 3,96 Esba
Pabellén de Pica B 65,0 41 1,59 Esba
Pabellén de Pica C 50,0 24 2,08 Esba

11 Punta Arenas B 276,0 20 13,80 7° Seguimiento

Utrco 148,4 32 4,64 2° Seguimiento
Los Andariveles 98 49 2,00 Esba
Mal Paso 360 36 10,00 En Desafeccion
Punta Blanca 81,9 160 0,51 En Desafeccion
Punta Atala 131,5 18 7,31 En Desafeccion
Cobija A 4477 27 1,66 2° Seguimiento
Hornos A 332 36 0,92 En Desafeccion
Mejillones A 114,8 96 1,20 Plazo vencido
Punta Campamento 263,9 68 3,88 2° Seguimiento
El Lagarto 360 54 6,67 5° Seguimiento
Colo-Colo 88,9 36 2,47 1° Seguimiento
Coloso A 9 102 0,09 2° Seguimiento
Coloso B 3 102 0,03 2° Seguimiento
Coloso C 6 102 0,06 2° Seguimiento
Punta Sur Taltal 57,4 62 0,93 1° Seguimiento
Las Guaneras 18,4 43 0,43 Renunciado
La Piedra del Sombrero 68,6 23 2,98 1° Seguimiento
Caleta de Afuera 120 37 3,24 1° Seguimiento
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Figura 21: Ubicacion geografica de las AMERBs, 1I region de Chile.
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Tamaiio de la muestra

Un punto critico a considerar en el disefio de muestreo es el nimero de loci e individuos que
se deben muestrear para obtener importante informacion.

En el caso de marcadores moleculares tipo microsatélites, consideraciones tedricas (Pamilo &
Nei, 1988; Weir, 1990), establecen que la resoluciéon y calidad de los datos es mejorada si un
gran numero de loci son examinados; esto es particularmente cierto si los loci examinados
exhiben moderados niveles de diversidad alélica. Asi el numero de individuos a ser
muestreados dependen principalmente del nimero de alelos presentes en cada locus
examinado. Cuando la diversidad alélica es baja, pocos individuos son necesarios en el analisis.
Sin embargo, en el caso de loci hipervariables, un gran tamafio muestreal es necesario para
determinar frecuencias alélicas con confianza estadistica. Por ejemplo, con un promedio de 25
alelos por poblacién, simulaciones sugieren que aproximadamente 115 individuos deben ser
analizados de cada poblacion (Kornfield & Parker, 1997).

La relaciéon empirica derivada de estas simulaciones establece que el tamafio muestreal para
analisis de microsatélites en poblaciones es:

Tamafio Muestreal = 1.5 (Ntmero de alelos)'”’
En base a estas estimaciones empiricas, y a la informacién disponible para una de las especies
en estudio (ver Cardenas et al., 2007), se comprometi6 el analisis de 5 loci microsatélites sobre
100 individuos por recurso y localidad, con un total de 2000 ejemplares para el total del estudio

(Tabla 10).

Tabla 10: Muestras comprometidas por localidad y recurso, Proyecto FIP2008-39.

Clavelito Pisagua Punta Punta Pta Sur
RECURSO (Arica) (lguigue) Arenas Campamento Taltal Total
PULPO 100 100 100 100 100 500
LOCO 100 100 100 100 100 500
ERIZO 100 100 100 100 100 500
LOCATE 100 100 100 100 100 500
Total 400 400 400 400 400 2000
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Epoca de muestreos

En la recoleccion de las muestras se consideré una cobertura espacial mas que temporal
pensando en este proyecto como una Fase I, igualmente se cautel6 tomar las muestras en
fechas en que no se encuentren en veda los recursos y en lo posible hacer coincidir los
muestreos con las fechas de cosecha contemplado en cada uno de los planes de manejo
aprobado para las AMERBs. Sin embargo igual se contempl6 solicitar permiso de investigacion
en caso que los muestreos coincidan con los periodos de vedas como lo muestra la figura 22.

Veda Biol6gica Loco

Veda Extractiva Loco

Pulpo

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

Figura 22: Periodos de veda bioldgica vigentes para las especies en estudio, Proyecto FIP2008-
39.

Obtencion de las muestras
Se realizaron muestreos al azar para obtener 100 ejemplares de cada especie en las localidades
seleccionadas, mediante buceo semi-auténomo (hooka) con cobertura espacial procedentes de

cada zona (Clavelito; Pisagua; Punta Arenas; Punta Campamento y Punta Sur Taltal). Se
registraron mediciones bioldgicas y biométricas de acuerdo a los procedimientos estandar.
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5.2 GUIA E INSTRUCCIONES DE MUESTREO EN CAMPO

El proceso de obtencion de muestras de cada una de las especies en estudio estuvo a cargo de
organizaciones e instituciones que realizan muestreos rutinarios del recurso y que fueron
contactados una vez iniciado el proyecto a través de reuniones informativas con las federaciones y
sindicatos a cargo de las 4reas de manejo indicadas en el punto “Tamafio, Area y Periodo de
Muestreo” Tabla 10.

El muestreo en campo fue realizado por personal previamente entrenado para el efecto. El
personal fue capacitado por profesionales participantes del proyecto bajo las siguientes guias
generales.

El objetivo de registrar datos biologicos de cada ejemplar, es obtener informaciéon que nos
permita mejorar nuestros resultados, y entregar informacion para los Estudios de Base de las areas
de manejo y explotacion de recursos bentonicos (ESBA).

Protocolo de muestreo de tejido para analisis de ADN

Se disectd de cada ejemplar un trozo de tejido de 1x1x1 cm. Tejido del manto para el Loco y
Locate, génada para el Erizo y tejido de los tentaculos en el Pulpo del Norte.

El tejido disectado fue depositado en un tubo de transporte de 5 ml con Alcohol Etilico Puro
(96%) para analisis. Para asegurarse que todo el tejido se conserve por efecto del etanol, el tejido

se secciono en quUCﬁOS trozos.

Para la diseccion del tejido se utilizé un bisturi nuevo y/o estéril para cada animal, esto evita la
contaminacion cruzada entre individuos que puede llevar a errores en los resultados.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS 4.2; ESTABLECER LOCI MICROSATELITES
POLIMORFICOS PARA CADA UNA DE LAS ESPECIES.

6.1 PROPUESTA METODOLOGICA

Antes de comenzar con el desarrollo, y estandarizacion de loci microsatélites polimérficos, es
necesario contar con ADN genémico en cantidad y calidad suficiente para realizar analisis
posteriores.

Para este fin se probaron varios protocolos de extraccion de ADN gendmico; Fenol
Cloroformo (Grijalva-Chon et al., 1994), Sales
(http:/ /www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html) y kits (Blood & Cell Culture DNA
Mini Kit, Qiagen).

6.2 OBTENCION DE MARCADORES MICROSATELITES

Como se presentd en los antecedentes genéticos de cada una de las especies objetivo, solo se
dispone de marcadores microsatélites especie — especificos para C. wncholepas (Cardenas et al.,
2007), y de partidores heterdlogos para O. mumus (Doubleday et al., 2009; Greatorex et al., 2000).
En el caso de partidores heterdlogos de T. chocolata, de los desarrollados para Nucella lapillos
(Hawai et al., 2001), sélo un microsatélite genera buenos resultados en T. davigera y T. bronni. L.
albus no cuenta con microsatélites especificos, ni heterdlogos aplicables a la especie.

Por lo expuesto anteriormente se propuso los siguientes pasos para obtener loci microsatélites
polimérficos para cada una de las especies:

a) Para C. concholepas se utilizaran los microsatélites desarrollados por Cardenas et al., (2007).

b) Para O. mimus se probaran los microsatélites desarrollados por Greatorex et al., (2000) y
Doubleday et al., (2009). De no obtener resultados positivos se procedera a desarrollar una
libreria genémica especie — especifica.

c) Para T. chocolata se desarrollara una libreria genémica para la obtencién de marcadores
microsatélites especie — especificos.

d) Para L. albus se desarrollara una libreria genémica para la obtencién de marcadores
microsatélites especie — especificos.

Las actividades de desarrollo de las librerfas genémicas enriquecidas con motivos microsatélites
en T. chocolata, O. mimusy L. albus se realizaron en el laboratorio Genetic Identification Services,
California, USA (http://www.genetic-id-services.com/library.htm) en conjunto con el
Laboratorio de Genética & Acuicultura (http://www2.udec.cl/~acuigen), y el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia Acuicola (http://www2.udec.cl/~lgba/index.html), de la
Universidad de Concepcion. Las actividades de extracciéon de ADN, estandarizacion, ensayo y
genotipificacién de microsatélites en C. concholepas se realizaron en el Laboratorio de Genética
& Acuicultura de la Universidad de Los Lagos.
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a) Obtencion de marcadores microsatélites en C. CONCHOLEPAS

Luego de la obtencién del ADN genémico de buena calidad y libre de contaminantes se realizara
la amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction) de 5 loci microsatélites (Tabla 11) ya
desarrollados, estandarizados y protocolizados en C. concholepas. La eleccion de los 5 loci
microsatélites para la realizacion del estudio se basara en aquellos que presenten los mejores
resultados en la genotipificacion y el nimero de alelos por locus. No se recomienda descartar a
priori ninguno de los microsatélites disponibles para la especie, pues regiones microsatélites
pueden ser poblacion especifico y deben ser evaluados antes de su eleccion.

Tabla 11. Caracteristicas de loci microsatélites disponibles en C. concholepas. Extraido desde
Cirdenas et al., 2007.
Allele size
Locus Repeat array Primer sequences (5-3) range (bp) Ny,
CclA2 (ED)5(TC)g F: GTGTTCTTGCTTGAGCTGGTGTGC  132-149 12
R: CGCTTCTGAARACACATETCTCTCC
Ce2A11-1 [Ceapin F: CCACTTGGTTCAGGATGGTCAC 127-149 12
R: CATTGTTTTGGTGTTGTGGGAA
Cc2A5 (TGTGTC), F: GCACCAGCGAAACAAGTCCC 262-286 12
(TG, R: CTGTGCTGATGGGAGCCTTG
Ccl1B6 (CR)y3 F: AGGACATTGTAAGAGTAACGGTGGC  187-238 18
R: ACCAAGTCGTCGTGATTTCTCTTC
Cc2F5 (GAAT),N;(TCAR),N, (TGAR);  F: TTIGGCGAAGACACTAAMARATAATG  215-333 18
N, (RAGC),N,(AAGE), R: TAGGCAGCACATGTTTGTTCATG
CclE5 (TG);N(TG)y F: TCATCTGTTGTTTTGTCATTCC 299-347 21
N,(TG), R: GCTGTCCCCTTATTCATTGTTC
Ccl1D8 (CR);N,(CA),N, F: GTAGATATGCAGTGTAATGCAGTAG ~ 209-266 27
(CR),N(CR); R: ACACTTATGCCAATTATCAGTAATG
Ce2A11-2 (TC)pg(TG)y F: AACTCACCTCATTCTTCTACTAAAC — 228-315 34
N, (TC)sN, (TC), R: AAGCGGTGGTCCTATAACTGGC
Cc2B5 (CR)gN(CR)(GA) F: GATGGTGCAAGTCACAGTGAATG 194-348 48
1N, (GR), N, (GR), 5 R: GCCCCTCACTGTCTCTGTTCC
CclH2 (CTR)y N, (ACT) 2 F: GCGAAGAAGAAAATGACGACTAC 268-361 48
(CTR)SN;(CTA)GN,(CTA), ¢ R: ACTTCAACATTAGARACACCAATAC
CelH1 (TQTC) (N, (TGTO)SN, F: TCTGACAGARACCCAATGCTGAG 280-395 51

(TGTC), R: CARCGCCGATAACAGCAGAATGG

Las reacciones PCRs para cada uno de los microsatélites elegidos constara basicamente de un
volumen de amplificacion de 10 pl; conteniendo 20ng de ADN templado, 1.5 mM MgClI2, 0.2 uM
primer forward y 0.2uM primer reverse, marcando el primer forward con un fluoréforo adecuado
(e.g. TET, 6-FAM, HEX, NED, VIC, PET) en su extremo 5’, lo que permite su deteccion
automatica en el secuenciador, 200uM dNTPs. El programa de amplificacién seguira el protocolo
desarrollado por Cardenas et al., (2007), en un termociclador Termociclador PxE Thermo Cycler.
Modificaciones a las condiciones de reaccion y amplificaciéon pueden ser aplicadas en pro de
obtener mejores resultados. En todos los ensayos se utilizaran controles negativos, con el fin de
detectar contaminacion.

Del producto amplificado por PCR (alelos de los microsatélites) 2ul seran mezclados con 10ul de
formamida (variaciones en el volumen de carga seran experimentados hasta obtener los mads
optimos resultados), y 0.2ul del estandar de peso o tamafio en pares de bases LIZ o ROX,
dependiendo del filtro a utilizar en el secuenciador. Posteriormente la mezcla sera denaturada
incubando a 95°C por 2 minutos y cargada en el secuenciador ABI 3730 de Applied Biosystems.
La carga de las muestras se llevara a cabo en capilares de 36 o 50 cm sobre el polimero POP4 o
POP7, con 10 segundos como tiempo de inyeccion, voltaje de 12V y con un tiempo de corrida de
45 minutos. Variaciones en las condiciones de corrida pueden variar en pro de la optimizacion de
los resultados.
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Para el analisis de los fragmentos y determinacion de los genotipos microsatélites obtenidos se
utilizara el programa GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems), o un equivalente como GeneScan,
Genotyper v3.7, PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems).

b) Obtencion de marcadores microsatélites en O. MIMUS

Luego de la obtencién del ADN genémico de buena calidad y libre de contaminantes se realizara
la amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) de 5 loci microsatélites desarrollados,
estandarizados y protocolizados para O. vulgaris en O. mimus (Tabla 12). La eleccion de los 5 loci
microsatélites para la realizacion del estudio se basara en aquellos que presenten los mejores
resultados en la genotipificacion y el nimero de alelos por locus. No se recomienda descartar a
priori ninguno de los microsatélites (heterdlogos) disponibles para la especie, pues regiones
microsatélites pueden ser poblacion especifico y deben ser evaluados antes de su eleccion.

Tabla 12: Microsatélites desarrollados para O. vulgaris (Extraido desde Greatorex et al., 2000).

No. of
Locus * | Repeatunit| Tm (°C) Mg>* (Mm) [Product size alloelgs Primer sequences (5'-3')

HOct3 (AT)1e( GT1s 55 2.5 147 12|F: CTCCCTAGTTTTGAATCACG

R: GCCACTAATACACTTTTCAAGG
pOct8 (TG)s6 56 2.5 160 11}F: AGGGAGAGAAAATAGAAAAAC

R: TAAACTGAATAATACATACATACG
pOv04 ( '|'|'A)22 44 2.5 126 141F: ATACCAGGCCTTGTGCCTTTAG

R: CAGCACCGTAATACATCTTCAG
povo6 ( A‘|‘|’)24 45 2.5 146 17}JF: GGGCCTTATTCCTTAAGCAG

R: CCATTTGCATTTGAATATTTTTAAAG
pOvV10 ( GA)14 52 2.5 122 12}F: GCAATAAAGGAGAAAACAAAAACA

R: GCTATTGTCACAATAAGGCTCTCC
povi12 ( GATA)20 53 2.5 176 18]F: GCATAATGTGCCGCTAAATGGAAC

R: GCCTCGTCGGTATTTCCTCTTTCA

Las reacciones PCRs para cada uno de los microsatélites elegidos constara basicamente de un
volumen de amplificacion de 10 pl; conteniendo 20ng de ADN templado, 2.5 mM MgCl2, 0.2 pM
primer forward y 0.2uM primer reverse, marcando el primer forward con un fluoréforo adecuado
(e.g. TET, 6-FAM, HEX, NED, VIC, PET) en su extremo 5’, lo que permite su deteccion
automatica en el secuenciador, 200uM dNTPs. El programa de amplificacién seguira el protocolo
desarrollado por Greatorex et al., (2000), en un termociclador Termociclador PxE Thermo Cycler.
Modificaciones a las condiciones de reaccion y amplificacién pueden ser aplicadas en pro de
obtener mejores resultados. En todos los ensayos se utilizaran controles negativos, con el fin de
detectar contaminacion.
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Del producto amplificado por PCR (alelos de los microsatélites) 2 ul seran mezclados con 10ul de
formamida (variaciones en el volumen de carga seran experimentados hasta obtener los mas
optimos resultados), y 0.2ul del estandar de peso o tamafio en pares de bases LIZ o ROX,
dependiendo del filtro a utilizar en el secuenciador. Posteriormente la mezcla sera denaturada
incubando a 95°C por 2 minutos y cargada en el secuenciador ABI 3730 de Applied Biosystems.
La carga de las muestras se llevara a cabo en capilares de 36 o 50 cm sobre el polimero POP4 o
POP7, con 10 segundos como tiempo de inyeccion, voltaje de 12V y con un tiempo de corrida de
45 minutos. Variaciones en las condiciones de corrida pueden variar en pro de la optimizacion de
los resultados.

Para el analisis de los fragmentos y determinaciéon de los genotipos microsatélites obtenidos se
utilizara el programa GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems), o un equivalente como GeneScan,
Genotyper v3.7, PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems).

Si los resultados obtenidos para O. mzmus con partidores de O. vulgaris no son adecuados, se
procedera al desarrollo de una librerfa enriquecida para motivo microsatélites especifica de O.
mimus Al igual que para T. chocolata'y 1. albus.

c y d) Construccion de una libreria genémica enriquecida con motivos microsatélites en
THAIS CHOCOLATAY LOXECHINUS ALBUS

Debido a la importancia de contar con marcadores microsatélites especie - especificos para las
especies del presente estudio que no cuentan con ellos (Loxechibus albus) o cuentan con partidores
heterélogos de mala calidad (Thais chocolata), como parte de este proyecto se propone desarrollar
librerfas gendmicas enriquecidas para motivos microsatélites y la posterior obtencion de primers
utiles en el analisis genético poblacional.

LLa metodologfa propuesta a continuacion, es aplicable en ambas especies, existiendo diferencias
s6lo en los motivos microsatélites (sondas) que se puedan rastrear.

La librerfa genémica de ambas especies se construira a partir del ADN genémico extraido con el
protocolo elegido, desde ejemplares provenientes de varias zonas de estudio y de ambos sexos
para generar un pool de ADN de aproximadamente 20 ejemplares, de esta forma se espera
capturar la mayor variabilidad posible de cada especie.

La librerfa genémica sera construida siguiendo el protocolo de FIASCO (Fast Isolation by AFLP
of Sequences Containing Repeats (Zane et al., 2002).

En el caso de la librerfa de 1. chocolata, esta sera enriquecida para motivos de repeticion utilizados
en otros moluscos muricidos como en el loco donde se utilizaron las sondas AC y TGTA
(Cardenas et al., 2007), motivos que concuerdan con los amplificados positivamente para 1.
clavigera GT'y 'T. bronni GT y CA (Hawai et al., 2001). Al momento de construir la librerfa se llevara
a cabo un analisis mas exhaustivo de con que motivos se enriquecera en pro de los mejores
resultados.
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En el caso de la librerfa para L. albus, la libreria sera enriquecida para motivos de repeticion
utilizados en otros equinodermos con resultados exitosos como GA, CA, AAT, AAAT, GACA,
GATA, CATA (Chenuil et al., 2003), y CATC, TAGA (Catlon et al., 2007). Al momento de
construir la librerfa se llevard a cabo un analisis mas exhaustivo de con que motivos se enriquecera
en pro de los mejores resultados.

Para evitar el problema en la genotipificacion de la presencia de bandas fantasmas (stutter) comun
en microsatélites con motivos di-nucleétidos, se trabajara de preferencia con motivos tri -
nucleétidos y tetra — nucledtidos.

El pool de ADN generado sera digerido con una baterfa de enzimas de restriccion y luego
enriquecido con sondas marcadas con biotina correspondientes a los motivos de repeticion que se
indican anteriormente. Los productos enriquecidos seran ligados dentro del sitio de restriccion
Hind III del vector pUC19 y electroporados en las células competentes de Escherichia coli DH5a.
Los clones positivos seran detectados siguiendo el protocolo descrito en Estoup & Turgeon
(1996) (detalles del protocolo disponibles en
http:/ /www.inapg.inra.fr/dsa/microsat/microsathtm). Los clones recombinantes —serin
traspasadas a placas de microtitulacion para el rastreo de los insertos que contengan los motivos
microsatélites de las sondas biotinilizadas. Los clones positivos seran guardados en placas con
glicerol -80°C. Posteriormente se realizara una PCR de cada clon positivo para seleccionar
aquellos insertos de un tamafio adecuado para un bloque microsatélite (200 a 700 pb) y para las
reacciones PCRs posteriores. Para verificar si los clones con insertos de tamafos adecuados
afectivamente contienen las secuencias microsatélites de las sondas utilizadas se realizard una
hibridaciéon southern para rastrearlas.

Los clones con fragmentos de 300 a 700 pares de bases seran seleccionados para su secuenciacion
en un equipo automatico ABI3730, utilizando los pattidores universales M13/pUC.

6.3 AMPLIFICACION Y VISUALIZACION DE LOCI MICROSATELITES

Los primers para la amplificacién por PCR de los marcadores microsatélites desarrollados,
corresponden a las zonas flanqueantes de los bloques microsatélites rastreados con las sondas
biotinizadas que presentan ademas una longitud adecuada (10 a 20 pb, ademas de cumplir con
otros requisitos). Estos primers que seran diseflados con los programas Primer3 (Rozen &
Skaletsky, 2000) 6 Netprimer® (PREMIER Biosoft Internacional, CA). La especificidad de los
microsatélites puede ser confirmada a través de ensayos PCRs (ausencia de productos de PCR)
desde extractos de ADN de otras especies de Loxechinus y Thais.

Una vez obtenidos los primers de los potenciales marcadores microsatélites desarrollados para
ambas especies, se procedera a estandarizar las condiciones de PCR vy lectura de fragmentos
(alelos) sobre un grupo de muestras, para asi determinar la maleabilidad de los mismos se
determinara la reproducibilidad, consistencia, rango de tamafio de los alelos, presencia/ frecuencia
de bandas “stutter” y polimorfismo de cada microsatélite.

Una vez determinados los loci microsatélites adecuados para los fines del estudio, se procedera a
aplicarlos sobre la totalidad de las muestras comprometidas para ambas especies.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS 4.1y 4.3.

Determinar los parametros genéticos poblacionales de cada uno de los loci microsatélites en las
diferentes especies y poblaciones de la I-1I regiones 4.3.

Determinar la diversidad genética y el flujo génico entre stocks efectivos para cada uno de los
recursos en estudio 4.1.

Una vez identificados los genotipos de cada individuo y especie en estudio, se procedera a
realizar el analisis estadistico de los datos. Con este fin los genotipos de los loci microsatélites
analizados seran adecuadamente codificados. El analisis estadistico que a continuacién se
propone, es transversal para las cuatro especies en estudio.

7.1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS LOCI MICROSATELITES
Unidades poblacionales o stocks en base a métodos bayesianos

St bien en la propuesta original se habia considerado usar métodos bayesianos basados en
arboles filogenéticos para la evaluacion de estructuracion poblacional, estos métodos
propuestos en la metodologia original s6lo consideraban la incertidumbre de la reconstruccion
basado en la informacién genética, sin considerar implicitamente la informacién geografica en
la estimacién de potenciales unidades poblacional. En base a esto dltimo, y para sustentar de
manera robusta los resultados de este informe, los métodos propuestos en la metodologia
original (e.g. BMCMC usando el programa BayesPhylogenies, arbol de consenso de red segun
en el programa SplitsTree-4) fueron reemplazados por una aproximacién que permite estimar
la probabilidad de estructuras poblacionales a nivel geografico usando una aproximacion
bayesiana que considera tanto la informacién genética, como la posicion geografica de las
muestras, la cual esta implementada en el programa Geneland 3.1.5 (Guillot ez al., 2005a, 2005b,
2008, 2009; Guillot, 2008; Guillot & Foll, 2009). Una de las caracteristicas mas relevantes en la
eleccién de este método es su capacidad de distinguir el nimero de poblaciones, en conjunto
con los limites geograficos de estas y la incertidumbre de la asignacion de los individuos a estos
claster geograficos (Guillot ez a/., 2005a).

El anélisis en Geneland comprende tres pasos:

(1) ejecutar el programa para inferir el valor nimero de poblaciones (K) usando un modelo de
frecuencias alélicas correlacionado y luego uno no-correlacionado, durante 1 millén de
generaciones, muestreando cada 1000 parametros, y permitiendo variar los valores de K entre
1y6;

(2) Comparar el ajuste de los dos modelos y seleccionar ¢l modelo con mayor probabilidad «
posteriori usando una prueba de Factor de Bayes (z.e. FB) (Gelman ez a/, 1995; Drummond &
Rambaut, 2007) usando el método descrito por Newton & Raftery (1994) con las
modificaciones ~de  Suchard e 4. (2001) en el programa  Tracer 1.4
(http:/ /tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/). El FB usado esta definido por los likelihoods
marginales de los modelos (pr(D/M)) contrastados segun la siguiente férmula:
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Bio=pr(D|M,)/pr(D|M,)

En donde B,, define el logaritmo base 10 de FB que nos permite evaluar que modelo (M) da
cuenta de una mayor proporciéon de la probabilidad total de los datos. Para interpretar los
valores de B,, se uso la clasificaciéon de Raftery (1996: 165), segin el cual valores entre 3 a 20
muestran evidencia positiva para el modelo 1, y mayores de 20 una fuerte evidencia.

(3) Volver a ejecutar el programa usando esta vez el modelo seleccionado y el nimero de K
con el valor de convergencia de este modelo. Esta corrida final del programa se realizo por 10
millones de generaciones muestreando cada mil parametros, para estimar a posteriori la
probabilidad de asignacion de individuos a grupos geograficos basados en su georeferenciacion
y el genotipo de los individuos.

Analisis de Diversidad Genética y Diferenciacion Genética Poblacional

Todos los analisis para las especies y sus respectivos loci microsatélites fueron realizados sobre
los cluster geograficos determinados en el programa Geneland.

Numero minimo de muestras y errores de genotipado

Dado que el nimero de alelos en una muestra es altamente dependiente del tamafio de la
muestra, se estimé la riqueza alélica mediante un analisis de rarefaccién, el cual estima el

nimero de muestras representativas para cuantificar la riqueza alélica de las muestras. Este
analisis se realiz6 en el software FSTAT (Goudet, 2001).

La presencia de errores en el genotipado de los loci microsatélites (large alleles dropout y
stutter band) fueron estimados en el set de datos para cada cluster identificado en cada una de
las especies. Ademas se estimo la presencia y frecuencia de estos alelos nulos en cada cluster y
loci. La frecuencia de alelos nulos se estimé utilizando el algoritmo de Brookfield 1
(Brookfield, 1996), implementado en el programa Microchecker v2.2.3 (van Oosterhout et al.
2004).

El nimero de alelos (Na), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), indice de fijacion
(F), fueron calculados para todos los loci microsatélites en el programa GENALEX v6 (Peakall
& Smouse 2006). Desviaciones al equilibrio de Hardy & Weinberg (H&W) se estim6 utilizando
el test exacto implementado en el programa ARLEQUIN v.3.10 (Excoffier ez a/ 2005).
Desequilibrio por ligamiento entre pares de loci fueron calculados en GENEPOP 3.5
(Raymond & Rouset 1995) usando los parametros por defecto. Los niveles de diferenciacion
genética entre poblaciones (cluster geograficos estimados en GENELAND) fueron estimados
mediante Fst y Rst por pares (Fst basado en las frecuencias alélicas y Rst en diferencias en
tamanos alélicos) y un analisis jerarquico de la varianza molecular (AMOVA), fueron realizados
en ARLEQUIN v.3.10 (Excoffier ez a/. 2005). El AMOVA fue realizado con la finalidad de
obtener la variacion entre cluster (Fst y Rst) y dentro de claster. Complementariamente se
estim6 el indice Fst y Rst por locus, para asi determinar cual de los loci presentan estas
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diferencias significativas. El valor de probabilidad en cada analisis para el Fst y Rst fue
estimado mediante 10000 permutaciones.

Migraciones y tamafio poblacional efectivo en base a métodos bayesianos

Considerando que las estimaciones tradicionales de los parametros poblacionales genéticos (i.e.
tasa de migracion, direcciéon de migraciéon y tamafio poblacional efectivo) presentan un grado
de incertidumbre en general no evaluado (e.g. Hey & Nielsen, 2007), calculamos estos
parametros a través de una estimaciéon que toma en cuenta la incertidumbre de los genotipos
asi como de las genealogias (Kuhner & Felsenstein, 2000). Para esto utilizamos una reciente
implementacién de aproximaciones Bayesianas en el programa MIGRATE-N (v.2.4.2) (Beerli,
2000). El programa MIGRATE-N (v.2.4.2) utiliza teorfa de coalescencia e implementa analisis
basados en aproximaciéon Bayesiana para estimar parametros poblacionales genéticos, tales
como la probabilidad a posteriori de las tasas de migracion (M), direccion de la migracion (<)
entre localidades, estimadores del tamafio efectivo poblacional (© = 2N ) y la ubicacién del
ancestro comun mas reciente. Los parametros estimados por estos métodos se usaron para
proponer un escenario poblacional basado en la probabilidad o distribuciéon de densidad a
posteriori de los parametros (e.g. Hey & Nielsen, 2007), como una evaluaciéon de la
incertidumbre de las hipdtesis de conectividad y migraciéon de genotipos (individuos) entre las
localidades de estudio entre la Iy II region de Chile. En este analisis tanto el valor de K como
la asignaciéon de individuos a las poblaciones para implementar el programa fueron los
estimados en la aproximacién de Geneland. El analisis en MIGRATE-N se realizo en base a
un modelo bayesiano y muestreo de los parametros por Slice sampling, corriendo 10 millones
de Cadenas de Markov que fueron muestreadas cada 1000 parametros, excluyendo todos los
parametros estimados previo a las 100.000 cadenas o antes de la zona de convergencia.

Detecciones de Cuellos de Botella recientes

Reducciones recientes de tamafio efectivo poblacional (Ne) para cada locus en cada uno de los
cluster geograficos obtenidos en Geneland fueron estimadas usando el programa
BOTTLENECK v1.2 (Cornuet & Luikart, 1996, Piry et al. 1999). Poblaciones que han
experimentado una reduccion reciente en su Ne muestran una disminucién en el numero de
alelos y diversidad génica (heterocigocidad), debido a que la pérdida de alelos es mas rapida que
la pérdida de diversidad génica. La prueba de Wilcoxon fue utilizada para evaluar en los cluster
si el exceso de heterocigosidad esperada es significativa respecto al equilibrio.
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8. RESULTADOS

8.1 CONSIDERACIONES SOBRE EL TAMANO, AREA Y PERIODO DE
MUESTREO (actividad 5.2)

Para cumplir con el disefio de muestreo propuesto, en la Tabla 13 se indica el numero de
muestras recolectadas durante la ejecucion del proyecto, siguiendo las instrucciones del punto
5.2 Muestreo en Campo.

En cada una de las localidades propuesta se contact6 a los sindicatos con el fin de solicitar su
colaboracién y experiencia en estas pesquerfas, tramitando y obteniendo permiso de pesca de
investigacion a través del REX N° 993 del 18 de marzo del 2009 y su modificacién del 26 de
junio RIEX N° 2288, el cual otorga permiso hasta fines de agosto del 2009 para completar el
tamafio muestreal comprometido en el punto 5.1 Tamafio de la Muestra.

Tabla 13: Numero de muestras por localidad y especie recolectadas durante la ejecucion del
proyecto FIP2008-39.

Localidades PULPO LOCO ERIZO LOCATE

Propuesto Muestreado Propuesto Muestreado Propuesto Muestreado Propuesto Muestreado
Clavelito(Arica) 100 92 100 101 100 100 100 100
Pisagua 100 80 100 110 100 120 100 100
Punta Arenas 100 47 100 102 100 99 100 100
Punta Campamento
(Mejillones) 100 68 100 105 100 100 100 100
Punta Sur Taltal
(Cifuncho) 100 96 100 111 100 100 100 100
Total 383 529 519 500

e Se analizaron en total 1931 ejemplares entre las cuatro especies en estudio.

En las Tablas 14 y 15, se detallan las posiciones geograficas de las areas de manejos en las
cuales se obtuvieron las muestras de las especies en estudio, como también lo referente al
estado de situacion de cada uno de ellas, las que demuestra un avance dispar, producto que se
fueron desarrollando en forma desigual en el tiempo. Sobre la base de estos datos se calcularon
las distancias aproximadas entre los lugares de muestreos, la mayor separacion se da entre
Punta Campamento en Mejillones y Punta Sur de Taltal y la menor entre Clavelito en Arica y
Pisagua (Figura 23 y Tabla 16).
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Tabla 14: Ubicacion geograficas de las areas de manejo de la Iy II

39. (Diciembre 2009: Fuente Subsecretaria de Pesca).

regiéon de Chile, FIP2008-

Latitud
Area de manejo/Localidad
Vertice A B C D E F G H
Clavelito (Arica) 18°36'02,91"7|18°36'02,91""|18°37'11,16"[18°37'11,16""
Pisagua (lquique) 19°33'29,44°7119°33'29,22"7|19°33'48,45""[19°33'564,57""|19°34'26,27" " [19°34'53,69""|19°34'56,87 "[19°35'06,25""
Punta Arenas (Tocopilla) 21°36'48" 21°36'48"" 21°37'24"" 21°37'24”"
Punta Campamento (Mejillones) |23°01'17,40""[23°00'55,96""[23°02'21,40""[23°02'38,37"
Punta Sur Taltal (Taltal) 25°23'30,81"7|25°23'24,32""|25°23'23,67 " [25°23'42,16""|25°24'04,62" | 25°24'20,03""
Longitud
Area de manejo/Localidad
Vertice A B C D E F G H
Clavelito (Arica) 70°20'11,907"|70°20'20,11""{70°20'22,16""|70°20'11,19""
Pisagua (lquique) 70°12'36,65""|70°12'51,35""70°12'51,35""|70°12'31,93""70°12'26,91""|70°12'33,98""|70°12'32,57""[70°12'15,42""
Punta Arenas (Tocopilla) 70°06'36" 70°07'12"" 70°07'45"" 70°07'20""
Punta Campamento (Mejillones) |70°30'53,03 " [70°30'52,96""[70°32'00,00""[70°32'00,00"
Punta Sur Taltal (Taltal) 70°30'52,30""|70°30'51,22"|70°30'57,31""[70°31'12,54""|70°30'44,59""|70°31'05,55""

Tabla 15: Estado de situacion de las areas de manejo de la Iy II region de Chile, FIP2008-39
(Diciembre 2009: Fuente Subsecretaria de Pesca).

Area de manejo/Localidad Hectareas |N° Socios Ha/socios Estado de situacion Decreto

Clavelito (Arica) 53 74 0.7 1° seguimiento aprobado DS 352-05/06
Pisagua (lquique) 155 51 3.0 7° seguimiento aprobado DS 210-05/98
Punta Arenas (Tocopilla) 276 20 13.8 7° seguimiento aprobado DS 830-11/96
Punta Campamento (Mejillones) 264 68 3.9 3° seguimiento aprobado DS 560-08/03
Punta Sur Taltal (Taltal) 57 62 0.9 3° seguimiento aprobado DS 184-01/05

Tabla 16: Distancia entre AMERBs en estudio entre la I y II regiéon de Chile, FIP2008-39.

Distancia
Area de manejo/Localidad Grados kilometros
Clavelito (Arica) Pisagua (lquique) 0.984261 109
Pisagua (lquique) Punta Arenas (Tocopilla) 2.038264 226
Punta Arenas (Tocopilla) Punta Campamento (Mejillones) 1.390658 155
Punta Campamento (Mejillones) |Punta Sur Taltal (Taltal) 2.391572 266
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Figura 23: Ubicacion geografica de las AMERBs en estudio entre la I y II region de Chile,
FIP2008-39.

8.2 ESTABLECER LOS LOCI MICROSATELITES POLIMORFICOS PARA CADA
UNA DE LAS ESPECIES (objetivo especifico 4.2)

A continuacién se indican y detallan los resultados obtenidos durante el desarrollo del proyecto
FIP2008-39 respecto al desarrollo de loci microsatélites polimorficos para el analisis poblacional
en cada una de las especies en estudio.

a) Obtencion de microsatélites en C. CONCHOLEPAS

Luego de la obtencién del ADN genémico de buena calidad y libre de contaminantes se realiz6 la
amplificacion por PCR de 5 microsatélites ya desarrollados, estandarizados y protocolizados en C.
concholepas. La eleccion de los 5 loci microsatélites se basé en aquellos que presentaron los mejores
resultados en la genotipificacion.

Para la extracciéon de ADN se utilizé el siguiente protocolo: Para la hidratacién, cada porcion de

manto (20 mg) se hidraté en buffer TE9 (500mM Tris, 20 mM EDTA, 10 mM de NaCl, pH
9.0) y se mantuvo en un bafio termo regulable (20°C) con agitacion. Al dia siguiente el buffer
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se renové cada 2 horas y nuevamente las muestras se incubaron toda la noche en buffer TE9
fresco. Para la lisis del tejido las muestras fueron incubadas en un bafio termo regulable a 55°C
entre 16-20 h, con agitaciéon, hasta la completa digestién del tejido. Finalizada la lisis, las
proteinas fueron precipitadas con 570 ul de Cloruro de Litio (3M) y 230 ul Acetato de Potasio
(2.5M) e incubadas en un Freeezer (a -20°C) por 4 horas, para luego centrifugar a 5.000 RPM
por 5 minutos y a 14.000 RPM por 10 minutos. Se colectaron 600 ul de sobrenadante en un
nuevo tubo agregando 570 ul de Cloruro de Litio (3M) y Acetato de Potasio (2.5M) y posterior
centrifugacion a 5.000 RPM (5min) y 14.000 RPM (10min). Al sobrenadante (900 ul) de cada
tubo se agregd 500 ul de Etanol Absoluto (-20°C) y se centrifugd a 12.000 RPM por 10
minutos. El pellet (DNA) fue lavado por inversién con Etanol (70%, -20°C) y centrifugado a
12.000 RPM durante 5 minutos. El pellet sin etanol se secé en una estufa a 37°C por 5
minutos. El DNA fue resuspendido en 60 ul de buffer TE Low EDTA (10mM Tris HCI,
0.1mM EDTA) y refrigerado hasta su cuantificacion.

La concentracion de ADN genémico de cada muestra se cuantific6 por espectrofotometria
(Shimatzu). Las muestras de C. concholepas fueron diluidas a una concentracién de 20ng/pl para
la amplificacion de los microsatélites.

Una vez realizada la cuantificacion y diluidas las muestras, 7.5 ul (150 ng de DNA) en 2.5 ul de
buffer de carga se sometieron a electroforesis (70V) en un gel de agarosa (1%) en buffer TBE
0.5X por al menos media hora para comprobar que el DNA aislado fuese de alto peso
molecular y no estuviese degradado o contaminado.

De los 11 microsatélites desarrollados por Cardenas et al. (2007), se seleccionaron 8 para la
evaluacion preliminar sobre éxito de amplificacion, variabilidad observada y rango de tamafo
de los alelos amplificados. Para la deteccion de los productos de amplificacion de cada locus se
utilizaron partidores marcados (Applied Biosystems) con fluoréforos en su extremo 5: Cc1A2
y Cc2A5 con 6-FAM, CcAl11 y Cc2F5 con NED, CC1B6 y CclE5 con VIC, y Cc2Al112 y
CcH1 con PET.

Los microsatélites se probaron individualmente y en PCR madltiplex, se verificé la
amplificacion por PCR en geles de agarosa (2,5%) tefiidos con SybrGreen comparandolos con
marcador de peso molecular de 50 pb (Fermentas). Se realizaron ajustes al buffer PCR para
optimizar la calidad del producto amplificado (Tabla 17 A y B). El régimen térmico utilizé un
ciclo de denaturacién inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de un “touchdown” cuya
temperatura de alineamiento se calibré inicialmente a 60°C y luego se redujo en 1°C por cada
ciclo hasta llegar a los 50°C, seguida de una extensiéon de los partidores a 72°C por 45
segundos, se realizaron 20 ciclos adicionales a 50°C por 45 segundos, con una denaturacién a
95 °C por 45 segundos y una extension a 72°C por 45 segundos. Finalmente, se realiz6 la
extension a 72°C por 7 min.
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Tabla 17: Condiciones de PCR para amplificacién de tres microsatélites de C. concholepas.
A. Buffer PCR 1.2 X. B. Buffer PCR 1.5 X

A: Buffer PCR1.2 X

Soluciéon Concentracion Inicial Concentracion Final 1 Reaccion (ul)
PCR H,O 491
Buffer PCR 10X 12X 1.20
Mg(Cl, 50Mm 1.5mM 0.30
dNTP’s 10mM 0.25mM 0.25
BSA 100X 1X 0.10
Primer 1 F 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 1 R 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 2 F 10pM 0.2 uM 0.20
Primer 2R 10pM 0.2 uM 0.20
Primer 3 F 10puM 0.2 uM 0.20
Primer 3 F 10pM 0.2 uM 0.20
Taq 5U1/ul 0.2U 0.04
DNA 20ng/pl 40ng 2.00

Volumen Final 10.00
B: Buffer PCR 1.5 X

Soluciéon Concentracion Inicial Concentracion Final 1 Reaccion (ul)
PCR H,O 4.01
Buffer PCR 10X 1.5X 1.50
MgCl, 50mM 1.5mM 0.30
dNTP’s 10mM 0.25mM 0.25
BSA 100X 1X 0.10
Primer 1 F 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 1 R 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 2 F 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 2 R 10puM 0.2 uM 0.20
Primer 3 F 10uM 0.2 uM 0.20
Primer 3 R 10uM 0.2 uM 0.20
Taq 5U1/ul 0.2U1 0.04
DNA 20ng/ul 40ng 2.00

Volumen Final 10.00

Del producto amplificado por PCR (alelos de los microsatélites) 2ul fueron mezclados con 10ul de
formamida (variaciones en el volumen de carga fueron experimentados hasta obtener los mas
optimos  resultados), y 0.2ul del estaindar de peso LIZ500. Posteriormente la mezcla fue
denaturada incubando a 95°C por 2 minutos y cargada en el secuenciador ABI 3730 de Applied
Biosystems en el Advanced Analysis Centre Genomics Facility de la Universidad de Guelph. La
carga de las muestras se llevara a cabo en capilares de 50 cm sobre el polimero POP7, con 10
segundos como tiempo de inyeccion, 12Volt y 45 minutos de corrida. Variaciones en las
condiciones de corrida fueron aplicadas en pro de la optimizacién de los resultados.
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Para el analisis de los fragmentos amplificados y determinacién de los genotipos microsatélites
obtenidos se utiliz6 el programa PeakScanner v1.0 de Applied Biosystems. Se obtuvieron en total
2500 genotipos para los analisis estadisticos posteriores.

b) Obtencion de microsatélites en O. MIMUS

El aislamiento del ADN genémico se realiz6 mediante el método de sales (LiCl, KAc) estandar
mediante digestién con proteinasa K.

A continuacion se describe el método de extraccion de ADN:

Para realizar las estandarizaciones de microsatélites para O. mwimus se realizé la extraccion de
ADN genémico en 9 individuos. Se utilizaron 30 mg de tejido de manto el que fue triturado

con nitrégeno liquido en un mortero, luego se agregaron 500ul. de buffer de lisis a pH7.5
(100mM Tris-HCl, 100mM EDTA, 100mM NaCl y 0.5% de SDS p/v) y 5uL de proteinasa K
(20mg/mL), se dejo6 incubar a 65°C por 2-3 hora hasta obtener un lisado claro. Posteriormente

se agregaron 570pL de LiCl mas 230uL de Acetato de Potasio y se dejo incubar en hielo por
20 minutos. Luego se realizé la centrifugaciéon a 12000g por 15 minutos seguido de una
precipitacion de ADN con Isopropanol frio (-20°C) y una centrifugaciéon por 15 minutos a
12000g. El lavado del ADN se realizé con etanol frio al 70% (-20°C). El pellet obtenido fue
resuspendido en 50puL. de agua DEPC. Finalmente el ADN extraido se incub6é con RNAasa
(10mg/mlL) por 40 minutos a 37°C. Para evaluar la calidad del ADN extraido, este fue
sometido a una electroforesis por 45 minutos a 70 volts con buffer TAE 1x en un gel de
agarosa al 1% previamente tefiido con bromuro de etidio, usando como referencia un
marcador de peso molecular de 1kb (New England Biolabs). El gel fue visualizado en un
sistema digital de fotodocumentacién bajo luz ultravioleta. La pureza y cantidad del ADN fue
determinada mediante lecturas en un espectrofotometro  NanoDrop ND1000
(Nanotechnologies). Para verificar el tamafio y calidad del ADN gendémico extraido de cada
ejemplar, los extractos de ADN fueron visualizados en geles de agarosa.

Para asegurar la amplificacion de los loci microsatélites y debido a la calidad del ADN extraido
se realizaron 2 controles positivos amplificando los genes 16S e ITS 2 con las condiciones
estandarizadas. En el gen 16S se observé un fragmento de 550 pb aproximadamente y en el
gen ITS2 un fragmento de 450pb.

Debido a la ausencia de marcadores microsatélites especie-especificos para O. mimus, fue necesario
realizar una buisqueda exhaustiva de marcadores existentes en especies cercanas filogenéticamente
(Fig 15). Luego de la obtencién del ADN genémico se realizaron pruebas de amplificacion por
PCR de loci microsatélites desarrollados, estandarizados y protocolizados para O. wulgaris y O.
maorum en O. mimus (Doubleday et al., 2009) (Tabla 12). La eleccién de los potenciales loci
microsatélites para la realizacién del estudio se basé en aquellos que presentasen los mejores
resultados en la genotipificacion y polimorfismo. No se recomienda descartar a priori ninguno de
los microsatélites (heterélogos) disponibles para la especie, pues regiones microsatélites pueden
ser poblacion especifico y deben ser evaluados antes de su eleccion.
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Se ensayaron 9 microsatélites con posible amplificacién cruzada para O.zzmus desarrollados por
Greatorex et al. (2000) para O.vulgaris (Tabla 18) y Doubleday ez /. (2009) para O. maorum (Tabla
19). La estandarizaciéon se realizo segun las condiciones descritas por los autores con
modificaciones.

Tabla18: Nombre del locus, Motivo, temperatura de Melting, Concentraciéon de magnesio y
Tamafio del producto de los microsatélites descritos por Greatorex ez al. (2000).

Tamaifio de producto

Locus Motivo Tm (°C) Mg?* (Mm) o)
Oct 3 (AT)16(GT)1s 55 2.5 147
Oct 8 (TG)s6 56 2.5 160
Ov04 (TTA)2 44 2.5 126
Ov06 (ATT)24 45 25 146
Ov10 (GA)14 52 2.5 122
Ov12 (GATA)20 53 2.5 176

Tabla 19: Nombre del locus, Motivo, temperatura de Melting, Concentraciéon de magnesio y
Tamafio del producto de los microsatélites descritos por Doubleday ez /. (2009).

Locus Motivo Tm (°C) Mg?* (Mm) Tamaiio de producto (pb)
Omb5 (AGT)9(GGT)s...(GGT)4 52 1.5 191-284
OmS8 (GTAT)19(GT)32 51 1.5 163-247
Om3 (GA)30(GT)12 63 1.0 140-238

Om20 (TTG)s(GGT)s 56 1.5 164-199

Para la estandarizacion se utilizaron Taq ADN polimerasa con distintas propiedades como
Biolabs, Invitrogen y Fermentas con ciclo de PCR estandar para los microsatélites descritos
por Greatorex e al. (2000) y Doubleday ez /. (2009).

Se variaron las concentraciones de primers, magnesio, y temperatura de annealing para lograr
una 6ptima amplificacion. Finalmente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.8%
tefiido con bromuro de etidio y los tamanos de los productos obtenidos fueron comparados
con una marcador de peso molecular de 50pb (New England Biolabs).

La electroforesis de los productos obtenidos por PCR del loci Oct3, Ov06, Om3, Om5, Om8
y Om20 no indica productos de amplificaciéon. El locus Oct8 presenta productos de
amplificacion pero por su tamano de aproximadamente 800pb no correspodenria a un bloque
microsatélite. El locus Ov04 presenta productos de amplificaciéon pero con una gran cantidad
de bandas inespecificas lo que entorpeceria su analisis y lectura.
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Los resultados indican que de los 10 loci microsatélites descritos para O. vulgaris y O. maorum
con posible amplificacién cruzada para O. mimus, solo 2 amplificaron exitosamente, Ov010 y
Ov012. Para el estudio de conectividad se comprometieron 5 loci microsatélites polimorficos
para cada especie, por tales motivos se procedio a desarrollar una librerfa genémica enriquecida
para microsatélites especifica O. wzimus.

Las actividades de extraccion de ADN, estandarizacion, aplicaciéon y genotipificacion de
microsatélites en O. mimus se realizairon en el Laboratorio de Genética & Acuicultura de la
Universidad de Concepcion.

ADN de alto peso molecular fue extraido desde tejido del brazo de 20 individuos de ambos
SeX0s usando un protocolo de sales con modificaciones (ver
http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html).  La  librerfa  genémica  de
microsatélites fue desarrollada por Genetics Identification Services (GIS, www.genetic-id-
services.com/). Brevemente, el ADN genémico fue parcialmente digerido con un coctel de
siete enzimas de restriccion (Haelll, Stul, EcoRV, Scal, BsBI, Pvull, HinCII). Fragmentos entre
350 y 700 pb fueron seleccionados, extraidos desde el gel y ligados a un adaptador
oligonucleétido de 20 pb conteniendo el sitio de restriccion Hind 111 en el extremo 5. El
enriquecimiento de microsatélites fue realizado mediante el uso de perlas magnéticas
recubiertas con estreptavidinas y sondas de oligonucledtidos biotinilados en su extremo 5’ con
CA,s, AAC,,, TACAy y TAGA,. Las moléculas capturadas fueron amplificadas mediante PCR
usando primers complementarios al adaptador, digeridos con HindIIl para remover el
adaptador y ligado dentro del sito Hind III del vector pUC19. Los plasmidos fueron luego
electroporados dentro de Escherichia coli DH5. Clones recombinantes, fueron identificados y
seleccionados mediante tincién blaco-azul, estos clones fueron secuenciados arbitrariamente en
un secuenciador ABI377 (Applied Biosystems). Primers especificos flanqueando la secuencia
microsatélites identificada fueron diseflado usando el programa Designer PCR v1.03 (Research
Genetics) (Tabla 20). Los microsatélites fueron amplificados en 10 L de reaccién conteniendo
1X de buffer PCR, 2 mM MgCl,, 0.2 mM primer forward (con marca fluorescente), 0.2 mM
primer reversa, 0.2 mM dNTPs, 0.1 U/pl deTaq ADN polimerasa (Invitrogen), y 20 ng de
ADN genémico. La PCR fue realizada en un termociclador PTC-200 (M] Research) con los
siguientes parametros: 94°C por 3 min, seguidos por 34 ciclos de 94°C por 40 s, 56°C por 40 s,
72°C por 30s, y una extension final a 72°C por 4 min. Todos los loci fueron amplificados bajo
las mismas condiciones. Los productos PCR fueron analizados en un secuenciador de ADN
ABI 3330. Los alelos fueron registrados usando el programa Peak Scanner v1.0, con GS500
(Applied Biosystems) como tamafio estandar interno.

Caracterizamos el polimorfismo de cada locus en una muestra total de 187 individuos de los
AMERBs Clavelito y Punta Sur de Taltal, Chile. Primero chequeamos la potencial presencia de
alelos nulos y errores de genotipificacion (stutter band o large dropout alleles) usando
MicroCheker v2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004). El numero de alelos (Na), la heterocigosidad
esperada (He) y esperada (Ho) fueron obtenidos usando GENALEX v6 (Peakall & Smouse
2006). Desviaciones al equilibrio de Hardy—Weinberg y desequilibrio gamético entre pares de
loci fueron testeados en el programa Atrlequin v3.1 (Excoffier et al. 2005). Por otro lado
obtuvimos el indice Rst especifico para microsatélites como medida de diferenciacion
poblacional mediante el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al. 2005). Todos los valores de
probabilidad fueron estimados usando 10000 permutaciones.
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Todos los loci usados fueron polimorficos. Alelos nulos pueden estar presentes en cuatro loci,
OmimA104, OmimA105, OmimB111 y OmimC106, sugerido por el exceso de homocigotos.
Por otro lado, los resultados no mostraron presencia de errors de genotipado como drop-out y
stutter bands. El numero de alelos por oscilo entre 4 a 28 (Clavelito) y 9 a 30 (Punta sur Taltal).
LLa Ho oscilo entre 0.127-1 (Clavelito) y 0.362-1 (Punta sur Taltal), y la He entre 0.651-0.946
(Clavelito) y 0.628-0.937 (Punta sur Taltal) (Tabla 20). Desviaciones significativas al equilibrio
de Hardy—Weinberg (HW) fueron determinadas en tres de los nueve loci para Clavelito y
cuatro para Punta sur Taltal (ver Tabla 20). Un considerable y altamente significativo nivel de
diferenciacién poblacional fue encontrado entre Clavelito y Punta sur Taltal, (R,= 0.160;
p<0.0001).

Déficit de heterocigotos en los loci OmimA104, OmimA105, OmimB111 y OmimC106
podrian ser resultado de: a) Mezcla de individuos capturados sobre una gran distribucion
geografica que puede incluir mas de una unidad panmictica (Efecto Wahlund); b) Alelos nulos,
un alelo de un heterocigoto que no pueden ser amplificado debido a mutaciones en la region
flanqueante, dando como resultado un homocigoto. La presencia de alelos nulos subestima el
nimero de heterocigotos. Los resultados obtenidos en Micro-Cheker (van Oosterhout et al.
2004) muestran evidencia de alelos nulos en los loci OmimA104, OmimA105, OmimB111 y
OmimC106 (de acuerdo con Brookfield, 1996). Finalmente, c¢) Seleccion, en este caso
asumimos que los loci utilizados son selectivamente neutros. En conclusion, este es el primer
trabajo de descripcion de loci microsatélies para O. mimus. Este trabajo provee de una
significativa herramienta genética para futuros estudios de estructuracion poblacional a escala
fina tal como ecologia y conservacion de este cefalopodo.

Los nueve microsatélites aqui desarrollados y probados fueron aplicados en la totalidad de las

muestras provenientes de las 5 AMERBs, generando un total de 3456 genotipos para los
analisis estadisticos posteriores,
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Tabla 20: Caracteristica de los loci microsatélites aislados para O. wzinmus.

Rango tamafio alélico (pb), nimero de alelos (Na), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), valor de probabilidad del test exacto para evaluar el equilibrio de
Hardy-Weinberg (H&W) y el acceso a Genbank. Valores en italica muestran loci con exceso de homocigotos, pero los cuales pueden indicar la presencia de alelos
nulos (ver Brookfield, 1996), valores en negrita muestran p < 0.05.

Clavelito Punta sur Taltal

( Gléﬁf):xslk) Secuencia de partidores (5’-3%) %er:ﬁge Na Ho He H&W Na Ho He H&W
OmimA2 F: PET-TCAATGGATGTTGATGTCAGA G 268-306 8 0.893  0.816 0.001 9 0.659 0762  0.005
(GU584076) R: TTCCAGGCAAGGTAATATCTTG
OmimA103 F: 6-FAM-CATTGCTGAACGAAGAACTC 218-350 28 1 0.939 0.448 30 0926 0937  0.186
(GU584077) R: GCTTATCCCGAACAGGTAAT
OmimA104 F: 6-FAM-TGGTTGATAGAAACTGTGTCG 186-276 13 0.936 0.88 0.219 9 0362 00628  0.000
(GU584078) R: GTTGTGGTGATGGTGACTG
OmimA105 F: NED-GCCCTTTTGTTGTAATAATACG 194-270 24 0.85 0.946 0.122 180929 0931 0596
(GU584079) R: TTCTCGCTAATGGCAGTTC
OmimB101 F: NED-CACCAAGTCACAGACATCTTG 206-256 4 0.467  0.651 0.055 15 1 0.881  0.075
(GU584080) R: GCCAGATAAACAACAATAGCTG
OmimB111 F: VIC-TCCTGATTCAGTCATTTACAGG 186-300 8 0.273  0.826 0.000 19 0947 0.83  0.000
(GUS584081) R: GGGTTCTGTTTCTTTGACATG
OmimC1 F: VIC-CGTGTGTCAACCAATTTC 133-213 14 0.938  0.805 0.000 15 0972 0821 0217
(GU584082) R: GGTGTAGTTAAATGGCATACTC
OmimC106 F: PET-TGCCATCAAAGTGACACTG 188-300 10 0.862  0.747 0.521 220842 0937  0.000
(GU584083) R: AACCACAGATACTCGAAGAATG
OmimC122 F:6- FAM-ATTGTTGAAATCGCAACTGT 118-256 17 0.942 0.8 0.000 26 0966 0.853  0.172

(GU584084) R: AATTCTCATAATCGCTGTTGTG
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c) desarrollo de libreria genémica enriquecida con motivos microsatélites en
T. CHOCOLATA

Las actividades de extraccion de ADN, estandarizacién, ensayo y genotipificaciéon de
microsatélites en O.mimus se realizaron en el Laboratorio de Genética & Biotecnologia
Acuicola de la Universidad de Concepcion.

La librerfa genémica fue construida a partir de ADN aislado desde nueve ejemplares de
T.chocolata desde el norte de Chile, utilizando protocolo de extraccion Fenol-Cloroformo. El
ADN fue digerido con una bateria de enzimas de restriccion y enriquecido para cuatro motivos
frecuentes de repeticion en muricidos (Cardenas et al., 2007; Hawai et al., 2001); ATG, CAG,
CAGA y TAGA el laboratorio Genetic Identification Services (California, USA). Fragmentos
de 350-700 bp fueron ligados en el sitio Hind III del plasmido pUC19. Los productos de
ligamiento fueron introducidos en Escherichia coli cepa DH50 (ElectroMAX, Invitrogen) por
electroporacion. Despues de la trnasformacién y recuperacion en medio de cultivo SOC
(Invitrogen), fue adherido glicerol 20%. 5 uL. de este producto producen entre 100 y 300
colonias recombinantes (cz. 10 000 células recombinantes/mL). Placas de agar Bluo-
gal/IPTG/ampicillin-L.B fueron utilizadas para aislar las colonias para su secuenciacién. Para
esto, las colonias blancas desde las placas fueron transferidas en nuevas placas con agar BIA—
LB e incubadas toda la noche a 37°C en block de 96 pocillos en medio de cultivo 2X 1b, los
plasmidos fueron purificados utilizando placas Millipore Multiscreen MAFB NOB. Dos pasos
de PCR en 10-pL fueron realizadas para secuenciar los clones utilizando partidores M13. La
primera PCR consta de 1X PCR buffer, 3mM MgCl,, 0.3mM de dNTP mix, 1.5 uM de cada
primer, 0.0042 mg/mlL. de RNase y 4 pL de la colonia seleccionada, que fue incubada a 100 °C
por 10 min para lisar las bacterias y a continuacién a 37°C. La segunda PCR consiste en adherir
5 pL. de una solucion hot-start (1X PCR buffer y 0.075 U/uL of BIOLASE DNA polymerase)
al mix preparado y amplificado en un termociclador por 21 ciclos (94 °C por 30 s, 57 °C por
30 sy 72 °C por 30 s) con un paso de extension final a 72°C por 2 min. La secuenciacién del
AND fue realizada en un secuenciador de Applied Biosystems, Modelo 377, utilizando
DYEnamic ET terminator cycle sequencing kit (Amersham Biosciences). 76 partidores fueron
diseflados utilizando el programa DesigerPCR, version 1.03 (Research Genetics, Inc.).
Finalmente 8 parejas de partidores PCR fueron exitésamente amplificados (Tabla 21). La
amplificacion de estos microsatellites fue realizada en 12.5 pl. de reacciéon que contiene 1X
PCR Buffer, 0.2 mM de dNTP Mix, 0.2mg/mlL de BSA, 0.125 mM de partidor forward
marcado en su extremo 5° con M13, 0.5mM de partidore reversa, 0.5 mM de partidor M13
marcado en su extremo 5°con fluor6foro HEX 6 FAM, 0.04 U/mL de Tag DNA polymerase
(Kappa Biosystem) y 13ng/mlL de ADN templado. El ciclo de amplificacion consiste en 3 min
2 94°C, 35 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s de temperature de annealing indicada en la Tabla 21, y 30
sa 72 °C, con una extension final de 4 min a 72 °C. Los productos PCR fueron visualizados en
un secuenciador de Applied Biosystem Modelo ABI3730XL, utilizando como marcador de
peso a 400HD. Se caracterizé el polimorfismo de cada marcador en 20 individuos provenientes
desde la localidad de Pisagua, Chile (Fig. 29, 30 y 31).

Los alelos fueron determinados utilizando el programa GeneMarker v1.35 (SoftGenetics,
LLC). Se determiné la potencial presencia de alelos nulos mediante al algoritmo implementado
en MicroCheker V2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). La riqueza alélica fue determinada (Ra)
mediante FSTAT v2.9.3 (Goudet 1995). El nimero de alelos (Na), la heterocigosidad esperada
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(He) y observada (Ho), asi como el equilibrio de Hardy—Weinberg fueron obtenidos en
Arlequin v3.11 (Schneider et al. 2000).

El nimero de alelos varia entre 9 a 19. Evidencia de alelos se observa en cinco loci, como
sugiere el exceso de homocigotos observados (Tabla 21). Los valores de heterocigosidad
observada varfa entre 0.200 a 0.900, y la heterocigosidad esperada varfa entre 0.794 a 0.953.
Sélo los loci Tchol, Tcho2 y Tcho4 muestran desviaciones significativas al equilibrio de
Hardy—Weinberg (P < 0.05). Estos ocho loci microsatellites son los primeros descritos en 1.
chocolata.

De los ocho microsatélites aqui desarrollados y probados 5 loci (Tchol, Tcho2, Tcho3, Tcho4
y Tcho5) fueron aplicados en los ejemplares provenientes de las 5 AMERBs, generando un
total de 1720 genotipos para los analisis estadisticos posteriores.
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Tabla 21. Caracteristicas de microsatélites aislados en Thais chocolata, Proyecto FIP2008-39:

*Alelos nulos; TDesviaciones significativas al equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.05); Ta, temperatura de annealing; Na, nimero de alelos; Ra, riqueza alélica; Ho,
heterocigosidad observada; He, heterocigosidad esperada.

T Allele
oCcus rimer sequence - enpban range a a o (S &
L Pri q 5-3 Genbank (oé ge Na Ra H He H&W
(Pb)

F: TCTCCAATGTTCTTCCATCGTA
Tcho 1 R: TCATCAGGTTCTGGTTGTCTG 58 234-315 18 18 0950 0.953 0.896

F: CGGAGTTCTAGCTGAGAAATAG R:

* _

Tcho 2 TAAAAGGGTGTGTACTGACATG 55 138-214 12 12 0300 0.907 0.000%
F: GGTATAGCATGGTTTTCAC R:

Tcho 3 TGCGTGTGATGTGATGAG 56 151-181 13 13 0.800 0.891  0.140

Tcho 4 F: GAACAAGATGGGCLCGTGT 52 119-159 9 9 0900 0.794 0.082

R: GGATGGAGGGTTTGATTAA
F: CTGAATGCTGACATGAATTATG R:

* _

Tcho 5 GGTTAAT GGGTGGGTATIC 56 145-269 17 17 0450 0.935 0.000%
F: GCCATCCCTCTCTCTCAC R: "

Tcho 6 TAAGCTCTTGTCACCAGG 61 190-242 19 19 0.600 0.938 0.014%
F:GGAACTAGTTGTCAGGTCTTC R: .

Tcho 7 ATATTGCCAGCGCAGTGAC 57 113-225 14 14 0350 0.920 0.000%

Tcho 8 F: CTCACTCTGCCAATGATACTG R 57* 248-318 15 15 0200 0.920 0.000t

AGGCAAGCAATAACTCTATGAC
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d) Desarrollo de libreria genémica enriquecida con motivos microsatélites en L. albus

Las actividades de extraccion de ADN, estandarizaciéon, ensayo y genotipificacion de
microsatélites en L. albus se realizaron en el Laboratorio de Genética & Acuicultura de la
Universidad de Concepcion.

Una libreria genémica fue construida desde ADN genémico aislado desde tejido gonadal desde
ejemplares de L .albus provenientes desde el norte de Chile, Arica (18°37’; 70°20°16W) y
Mejillones  (23°01’;  70°31°W), utilizando una protocolo de extraccion de CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) (Ferraris & Palumbi,, 1990).

Cuatro librerfas fueron enriquecidas para 4 motivos microsatélites (AC,;, ATG,,, CATC, and
TAGAy) (Genetic Identification Services, California) bajo el protocolo descrito por Jones et al.
(2002). E1 ADN fue digerido con seis enzimas de restriccion (Haelll, S7ul, EcoRv, Scal, BsrBI,
Pou 11, HinCI1). Fragmentos de tamafios entre 300-700 bp fueron adaptados con partidores de
20 bp contenidos en el sitio Hindlll del extremo 5’, y capturados con bolitas magnéticas (CPG
Inc.), utilizando oligonucledtidos biotinizados en 5. La moléculas capturadas fueron
amplificadas y ligadas dentro del sitio HindlIl del vector PUC19 y el plasmido electroporado
dentro de Escherichia coli DH5alpha (Electromax, Gibco). Los clones recombinantes fueron
seleccionados con el método blue-white, los cuales fueron arbitrariamente elegidos para
secuenciacién en un equipo ABI PRISM 377, utilizando ABI PRISM Tag dye terminator cycle
como metodologia se secuencia. Los partidores fueron disefiados con el software DESIGNER
PCR v1.03 (Research Genetics Inc.).

Noventa y un clones fueron secuenciados, incluyendo 23 desde las librerias correspondientes a
los motivos CA, TAGA y CATC, y 22 clones desde la librerfa del motivo ATG. 63 clones
contienen secuencias microsatélites. 24 pares de partidores fueron sintetizados y testeados
utilizando ADN desde 7 individuos L. a/bus.

Las condiciones de PCR, genotipificaciéon y analisis de fragment utilizados se indicant a
continuacion; 10-uL de volume de reaccién, 20 ng template de AND templado combinado con
2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP’s, 0.6 uM de partidor reversa y forward (dye-labelled con
fluoréforos 6-FAM, VIC, NED, PET), 1X buffer Q-solution (Qiagen) y 0.025 U/uL Taq
DNA polymerase (Invitrogen®). El programa de amplificacion realizado en un termociclador
PCT-200 thermocycler (M]-Research®) consta de una denaturacién inicial de 94°C por 3 min,
seguido por 35 ciclos de denaturacién de 94°C por 40 s, una temperatura de annealing a 56-
58.3°C por 40 -30 s respectivamente (ver Tabla 22), extension a 72°C por 30 s, y una extension
final a 72°C por 4 min. Los frgamentos fueron visualizados en un secuenciador por capilar
ABI PRISM 3730xl (Applied Biosystems) utilizando LIZ 500 como marcador de peso
molecular. El asignamiento del tamafio alélico fue realizado utilizando el software Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystems) (Fig. 24).

66



Informe Final FIP N°2008-39 “Caracterizacion molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio de
conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”.

230 240 250 260 270 280 290 300
12000 7000
10000 6000
5000

8000 N

|

T By | 4000

6000 VIR B | -

3000

4000 A
2000

2000 1 " | 1000

1 R S | WYY 7 O | 10 3

Figura 24: Cromatograma correspondiente a lecturas de fragmentos de 4 microsatélites
desarrollados para L. albus, FIP2008-39.

Ocho de los loci (Tabla 22), generan buenas amplificaciones y polimorfismos, estos loci fueron
ensayados sobre 30 ejemplares de L. a/bus provenientes desde Arica y Mejillones para explorer
su diversidad genética y elegir aquellos a utilizar a nivel poblacional.

El nimero de alelos por loci, y la heterocigosidad observada, y la heterocigosidad observada y
esperada fueron estimadas en el programa GENALEX v6 (Peakall y Smouse, 2000).
Diferencias significativas al equilibrio de Hardy-Weinberg con el procedimiento de Guo y
Thompson (1992), implementado en Arlequin v3.01 (Excoffier et al. 2005), se testeo el
desequilibrio por ligamiento entre loci, fueron evaluados en GenePop v3.4 (Raymond y
Rousset, 1995). Errores de genotipado (stuttering, large allele drop-out) y alelos nulos (95%
confidence interval) fueron estimados utilizando el algoritmo de Brookfield (1990),
implementado en Micro-Checker v2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004).

El nimero de alelos varia entre 9 a 32, y los valores de heterocigosidad observada y esperada
varfan entre 0.240 to 0.978 para Arica, y entre 0.344 y 0.953 para Mejillones. No se evidencia
desequilibrio por ligamiento genotipico entre pares de loci en la muestra en estudio (P< 0.05).
Desviaciones significativas al equilibrio de Hardy-Weinberg fueron encontradas en los
siguientes loci: Sea A6, Sea D116, Sea A104, Sea A109, Sea B110 (Arica, Mejillones) y Sea C6
(Arica).

Los ocho microsatélites aqui desarrollados y probados fueron aplicados en los ejemplares
provenientes de las cinco AMERBs, generando un total de 2320 genotipos para los analisis
estadisticos posteriores.
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Tabla 22: Detalle de ocho loci microsatélites en L. albus incluyendo nombre del locus, motivo
de repeticién, secuencia de los partidores, rango de tamafio (bp), temperatura de annealing (T'),
y nimero de

acceso GenBank.
Rango de
Locus Secuencia Partidor (5'-3") Tamaiio T, (°C) GenBank.
Sea A-6  F: NED-TCAGCAGAAGATACTCTCAATT 123-193 56 GU584068
R: CCTTCCCTTTTAACATAATCTC
Sea C-6  F: PET-CTTCCATAATCTACCCCTATCC 121-222 56 GU584073
R: ATGATGCACAGGTAAGTGATG
SeaB-6 F: VIC-TCATCGTTATCGTCACAACC 225-303 56 GU584071
R: CAGCAAATAGGCAATCATTAG
Sea D-116 F: FAM-AATTAGCAGGCAAAGGACTAG 245-319 58.3 GU584075
R: AGGGTCCATGCTCTATTAAAC
Sea A-104 F: FAM-TCGGAAACTGTGTTCGTC 115-204 56 GU584069
R: GGATGATTGCTTTTGGTGT
Sea A-109 F: NED-TCTTCCCTTTGACTGTGTCTTC 212-267 58.3 GU584070
R: TCCTTCACGTAGAACGTCACAT
Sea B-110 F: PET-CGTCATCATCAATTATCATCC 249-294 58 GU584072
R: ATGAAGACGACGACACTGAT
Sea D-1  F: FAM-TGTTGCATTCGTATTGACAATG 260-310 56 GU584074

R: TGGGCTATTACACAATGGACTG
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8.3 RESULTADOS DE OBJETIVOS ESPECIFICOS 4.1Y 4.3

Determinar los parametros genéticos poblacionales de cada uno de los loci microsatélites en las
diferentes especies y poblaciones de la I-II regiones 4.3.

Determinar la diversidad genética y el flujo génico entre stocks efectivos para cada uno de los
recursos en estudio 4.1.

Unidades poblacionales o stocks para las especies en estudio

En las cuatro especies analizadas el modelo de frecuencias alélicas correlacionado mostrd
fuerte evidencia a favor, en comparacién al modelo no-correlacionado (Tabla 23). El analisis
basado en el modelo seleccionado muestra la existencia de dos poblaciones geograficamente
estructuradas para Erizo (Fig. 25a), la primera incluyendo tres localidades del norte (i.e.
Clavelito, Pisagua, y Punta Arenas) y la segunda incluyendo las localidades del sur (i.e. Punta
Campamento, y Punta Sur Taltal). En Locate también se observan dos poblaciones, sin
embargo, estas presenta discontinuidad geografica (Fig. 25b), la primera poblacién incluye dos
localidades del norte (i.e. Clavelito, y Punta Arenas) con discontinuidad en Pisagua, y la
segunda poblacién incluye las dos localidades del sur (i.e. Punta Campamento, y Punta Sur
Taltal) mas la localidad de Pisagua. Para la especie Loco, no se observan poblaciones genética o
geograficamente estructuradas (Fig. 25¢). En el Pulpo del Norte se observan tres poblaciones
geograficamente bien estructuradas (Fig. 25d), la primera incluyendo sélo a la localidad mas
septentrional (i.e. Clavelito), la segunda incluyendo a dos localidades del norte del area de
estudio (i.e. Pisagua, y Punta Arenas), y la tercera incluyendo las localidades del sur (i.e. Punta
Campamento, y Punta Sur Taltal).

Migraciones y tamaifio poblacional efectivo para las especies en estudio

Los resultados del andlisis bayesiano realizado en MIGRATE-N (Fig. 26) muestran mayores
tamanos efectivos (Ne) en la poblacién del norte tanto en Erizo como en Locate, ademas de
mayores valores de tasa de migrantes por generacion (Nm) desde Norte hacia el Sur para
ambas especies. En Pulpo del Norte se observan valores de Ne en aumento hacia la poblacion
del Sur, con los menores valores de Ne en la poblacién mas septentrional. El flujo de
migrantes por generacion indica mayores tasas de sur a norte, con la mayor conectividad entre
la poblacién mas septentrional y la poblacion de la zona centro-norte, por su parte la poblacion
del extremo sur muestra altos valores de Nm hacia el norte, pero bajos valores Nm hacia ella.

8.3.1 Octopus mimus; 1.os analisis de riqueza alélica (Rs) mediante el método de rarefaccion
mostraron diferentes nimeros minimos de muestras necesarias para captar la Rs en todo el set
de datos. El numero de muestras minimo oscilo entre 7 y 15 individuos. No se encontrd
evidencia de alelos dropout en el set de datos. Por otro lado bandas stutter se encontré en
OmimB101 y OmimA104 en el cluster 2 y cluster 3 respectivamente. Exceso de homocigotos
se encontré en cada cluster: 1) cluster, OmimB111 y OmimA105; 2) cluster2, OmimB101,
OmimB111, OmimA105 y OmimAZ2 y 3) cluster 3, OmimA104, OmimC106, OmimA105 y
OmimAZ2. Loci con exceso de homocigotos podrian deberse a la presencia de alelos nulos.
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La Ho oscilé6 por cada cluster: a) cluster 1, 0.273-1.000 para OmimB111 y OmimA103,
respectivamente; b) cluster 2, 0.414-0.983 para OmimB101 y OmimC122, respectivamente y c)
cluster 3, 0.415-0.993 para OmimA104 y OmimB101, respectivamente. Basados en el signo del
indice F, se encontr6 congruencia en que los valores que presentaron mayores indices de I son
los loci con posible presencia de alelos nulos. El Na oscilé por cluster: a) cluster 1, 4-28 para
OmimB101 y OmimA103, respectivamente; b) cluster 2, 8-39 para OmimB101 y OmimB111,
respectivamente y ¢) cluster 3, 14-30 para OmimA104-OmimA2 y OmimA105-OmimA103,
respectivamente. El test exacto de equilibrio H&W mostré valores significativos para la
mayoria de los loci, a excepcion del locus OmimB101, OmimA104, OmimC106 y OmimA103
en el cluster 1; OmimA104 y OmimA103 en el cluster 2; y OmimA103 en el cluster 3 (Tabla
24). Las desviaciones al equilibrio de H&W podrian ser causadas violaciones a sus supuestos
(e.g. fuerzas selectivas, poblacién finita, sobreposiciéon de generaciones, etc) o presencia de
alelos nulos, diferencias poblacionales. El resultado del test de desequilibrio por ligamiento
genotipico por pares de loci (global) entregd valores no significativos (p > 0.05), excepto la
combinacién OmimA103-OmimC1 (p = 0.04). Aplicando la correcciéon para multiples test de
Bonferroni esta combinacion no fue significativa (Tabla 25). Estos resultados sugieren que los
nueve loci utilizados poseen patrones de herencia independientes.

Los valores de Fst por cada par de cluster mostré diferencias significativas entre cluster 2-
cluster 3, en cambio para Rst mostré diferencias significativas entre los cluster 1-cluster 3 y
cluster 2-cluster3 (Tabla 26). Los resultados del AMOVA global como una media ponderada
sobre los nueve loci mostré un valor de Fst y Rst bajos y significativos (Fst = 0.070; p <
0.0001 y Rst=0.380; p < 0.0000). Este resultado muestra que el indice Rst presenta mayor
sensibilidad que el Fst para detectar diferencias entre los diferentes cluster, esto debido a que
los analisis de Rst se realizan bajo el modelo de mutacién de microsatélites Stepwise Mutation
Model (SMM, toma en cuenta la variabilidad del tamano de los alelos). El mismo analisis pero
realizado locus por locus mostro diferencias significativas en seis loci (OmimB101,
OmimA104, OmimC106, OmimB111, OmimC122 y OmimC1). Tanto para el Fst como el Rst,
estos seis loci evidenciarfan significativas diferencias entre los clusters geograficos
determinados.

No se encontrd un exceso de heterocigosidad significativa para cada uno de los clusters con la
prueba de Wilcoxon (p > 0.05) para ningin modelo de mutacién de microsatélites evaluado
(TPM y SMM). Los resultados dan cuenta que no se puede rechazar la hipétesis de equilibrio
mutacion-deriva en ninguno de los clusters analizados. Por lo tanto, estas clusters genéticos
geograficos no habrian pasado por un cuello de botella reciente (Tabla 27).
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8.3.2 Thais chocolata: 1.os analisis de riqueza alélica (Rs) mediante el método de rarefaccion
mostraron diferentes nimeros minimos de muestras necesarias para captar la Rs en todo el set
de datos. El nimero de muestras minimo oscilo entre 21-41 individuos para el cluster 1 y 27-
38 para el cluster 2. No se encontré evidencia de alelos dropout en el set de datos. Por otro
lado bandas stutter se observan en TCHO2 en el cluster 1 y TCHO2-TCHO3 en el cluster 2.
Exceso de homocigotos se encontré en cada cluster: a) cluster 1, todos excepto TCHO4; b)
cluster 2, todos excepto TCHO4 y TCHOS5. Los loci con exceso de homocigotos podrian
deberse a la presencia de alelos nulos.

La Ho oscilé por cada cluster: a) cluster 1, 0.440-0.920 para TCHO2 y TCHOA4,
respectivamente y b) cluster 2, 0.460-0.980 para TCHO2 y TCHO5, respectivamente. Basados
en el signo del indice F, se encontré congruencia en que los valores que presentaron mayores
indices de F son los loci con posible presencia de alelos nulos. El Na oscilé por cada cluster: a)
cluster 1, 30-39 para TCHO2-TCHO4 y TCHOS5, respectivamente; y b) cluster 2, 21-41 para
TCHO2 y TCHODS, respectivamente. El test exacto de equilibrio de H&W arroja en todos los
casos valores significativos p < 0.05 (Tabla 28). Las desviaciones al equilibrio de H&W podrian
ser causadas violaciones a los supuestos de H&W (e.g. fuerzas selectivas, poblacion finita,
sobreposicion de generaciones, etc) o presencia de alelos nulos, y diferencias poblacionales. El
resultado del test de desequilibrio por ligamiento genotipico por pares de loci (global) entregd
valores no significativos (p > 0.05) (Tabla 29). Estos resultados sugieren que los cinco loci
utilizados son independientes en cuanto a sus patrones de herencia.

Los valores de Fst y Rst entre clusters no muestran diferencias significativas, en cambio el test
exacto de diferenciacion si, p< 0.05 (Tabla 30). Los resultados del AMOVA global como una
media ponderada sobre los cinco loci mostré un valor de Fst y Rst bajos y significativos (Fst =
0.004; p < 0.0001 y Rst=0.017; p < 0.012). El resultado muestra que el indice Rst presenta
mayor sensibilidad que el Fst para detectar diferencias entre los diferentes cluster, esto debido a
que los analisis de Rst se realizan bajo el modelo de mutacién de microsatélites Stepwise
Mutation Model (SMM, toma en cuenta la variabilidad del tamafo alélico). El mismo analisis
pero realizado locus por locus mostré diferencias significativas en dos loci (TCHO1 y
TCHOS5), para el Rst, y TCHO3 para el Fst. Estos tres loci presentan el poder para detectar
diferencias entre los clasters evidenciados para Thais chocolata.

No se evidencio un exceso de heterocigosidad significativa para los clasters de Thais chocolata
con la prueba de Wilcoxon (p > 0.05) para ningin modelo de mutacién de microsatélites
evaluado (TPM y SMM). Los resultados dan cuenta que no se puede rechazar la hipotesis de
equilibrio mutacién-deriva. Por lo tanto, estos clusters no habrian pasado por un cuello de
botella reciente (Tabla 27).
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8.3.3 Concholepas concholepas: 1.os analisis de riqueza alélica (Rs) mediante el método de
rarefaccion mostraron diferentes numeros minimos de muestras necesarias para captar la Rs en

todo el set de datos. El nimero de muestras minimo oscilé entre 14-43 individuos para el
cluster 1 (Tabla 31).

Al analizarse como un sélo cluster los valores de Rs corresponden a los mismos que el Na. No
se encontr6 evidencia de alelos dropout en el set de datos. Por otro lado todos los loci
analizados presentaron bandas stutter. Exceso de homocigotos se encontrd todos los loci. Los
loci con exceso de homocigotos podrian deberse a la presencia de alelos nulos.

La Ho oscil6 entre 0.202-0.586 para Cc2F5 y Cc1B6, respectivamente. En todos los loci se
encontré un déficit de heterocigotos. Basados en F, se encontré congruencia en que los valores
que presentaron mayores indices de IF son los loci con posible presencia de alelos nulos. El Na
oscilé entre 14-43 para CclA2-CcAl111-Cc2A5 y Cc2F5, respectivamente. El test exacto de
equilibrio de H&W mostré todos sus valores significativos p < 0.05 (Tabla 31). Las
desviaciones al equilibrio de H&W podrian ser causadas violaciones a los supuestos de H&W
(e.g. fuerzas selectivas, poblacién finita, sobreposiciéon de generaciones, etc) o presencia de
alelos nulos, y diferencias poblacionales. El resultado del test de desequilibrio por ligamiento
genotipico por pares de loci (global) entregd valores no significativos (p > 0.05) (Tabla 32),
excepto para el locus CclBO0, el cual presenta diferencias significativas con los loci Cc1A2 y
CcAl11. El ligamiento del locus Cc1B6 con los loci Cc1A2 y CcAl11 debe ser interpretado
con cuidado, debido a que la verificacion de este ligamiento depende de futuros analisis de
herencia de estos loci.

Debido a que los resultados obtenidos en el programa Geneland mostraron sélo un cluster
geografico. Los analisis de Fst y Rst, test exacto de diferenciacion, AMOVA global y por locus
no son conducentes.

No se encontré un exceso de heterocigosidad significativa en el cluster geografico evidenciado,
con la prueba de Wilcoxon (p > 0.05) para ningin modelo de mutacién de microsatélites
evaluado (TPM y SMM). Los resultados dan cuenta que no se puede rechazar la hipétesis de
equilibrio mutacién-deriva. Por lo tanto, este cluster no habria pasado por un cuello de botella
reciente (Tabla 27).

8.3.4 Loxechinus albus: Los analisis de riqueza alélica (Rs) mediante el método de rarefaccion
mostraron diferentes nimeros minimos de muestras necesarias para captar la Rs en todo el set
de datos. El nimero de muestras minimo oscilo entre 9-33 individuos para el cluster 1 y 9-35
para el cluster 2 (Tabla 33). No se encontré evidencia de alelos dropout ni bandas stutter en el
set de datos en los clusters. Exceso de homocigotos se encontr6 en cada cluster: a) cluster 1,
todos excepto SeaB-6 y SeaD-1; b) cluster 2, todos excepto SeaB-6 y SeaD-1. Los loci con
exceso de homocigotos podrian deberse a la presencia de alelos nulos.

La Ho oscil6 por cada cluster: a) cluster 1, 0.317-0.756 para SeaB-110y SeaD-116,
respectivamente y b) cluster 2, 0.321-0.744 para SeaA-109 y SeaB-06, respectivamente. En todos
los loci y clasters se encontré déficit de heterocigotos. Basados en F, se encontré congruencia
en que los valores que presentaron mayores indices de I son los loci con posible presencia de
alelos nulos. El Na oscilé por cada cluster: a) cluster 1, 9-37 para SeaB-110 y SeaA-104,
respectivamente; y b) cluster 2, 9-35 para SeaB-110-SeaD-1 y SeaA-104, respectivamente. El
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test exacto de equilibrio de H&W mostré todos sus valores significativos p < 0.05 (Tabla 33).
Las desviaciones al equilibrio de H&W podrian ser causadas violaciones a los supuestos de
H&W (e.g. fuerzas selectivas, poblacion finita, sobreposicion de generaciones, etc) o presencia
de alelos nulos, y diferencias poblacionales. El resultado del test de desequilibrio por
ligamiento genotipico por pares de loci (global) entregd valores no significativos (p > 0.05)
(Tabla 34). Estos resultados sugieren que los ocho loci utilizados son independientes.

Los valores de Fst y Rst entre clusters no mostraron diferencias significativas (Tabla 35). Los
resultados del AMOVA global como una media ponderada sobre los ocho loci mostré un
valor de Fst bajo y altamente significativo (Fst = 0.008; p < 0.0001) y el indice Rst bajo y no
significativo (Rst=0.003; p = 0.315). El resultado muestra que el indice Fst presenta mayor
sensibilidad que el Rst para detectar diferencias entre los diferentes cluster. El mismo analisis
pero realizado por locus mostré diferencias significativas en dos loci (SeaA-109 y SeaB-110),
para el Fst y SeaA-109 para el Rst. Estos loci son los que evidencian las diferencias genéticas
observadas entre los clusters en el area de estudio.

No se encontr6é un exceso de heterocigosidad significativa para los clusters con la prueba de
Wilcoxon (p > 0.05) para ningin modelo de mutacién de microsatélites evaluado (TPM y
SMM). Los resultados dan cuenta que no se puede rechazar la hipétesis de equilibrio mutacién-
deriva en ninguno de los clusters analizados. Por lo tanto, estos clusters no habrian pasado por
un cuello de botella reciente (Tabla 27).

Tabla 23: Comparacion de modelos usando el Factor de Bayes para la aproximacién de
Geneland.

Likelihoods marginales (pr(D/M)) + Error Estandar
Especie No-correlacionado M, Correlacionado M; Big M,
Erizo -8645 +2.519 -8533 +8.333 49
Loco -8958 + 3.403 -8951 +2.952 3
Pulpo -12661 +3.019 -12280 +3.127 166
Locate -8219 +1.88 -8112 +1.12 46
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Tabla 24: Parametros de variabilidad genética en nueve loci microsatélites en los diferentes
cluster para O. wimus.

OmimB101 OmimA104 OmimC106 OmimB111 OmimC122 OmimCl OmimA105 OmimA2 OmimA103
Clusterl N 15 47 29 11 69 81 20 28 82
Na 4 13 10 8 17 14 24 8 28
Rs 4 9 7 8 9 7 17 7 14
Ho 0.467 0.936 0.862 0.273 0.942 0.938 0.850 0.893 1.000
He 0.674 0.890 0.760 0.866 0.806 0.810 0.971 0.831 0.944
H&W 0.057 0.182 0.534 0.000 0.000 0.000 0.010 0.001 0.500
F 0.283 -0.063 -0.154 0.670 -0.177 -0.166 0.102 -0.095 -0.065
Nulos 0.112 -0.030 -0.066 0.3032n -0.079 -0.074 0.0495n -0.043 -0.032
Cluster2 N 70 92 79 72 116 101 82 43 116
Na 8 13 11 39 26 13 31 12 31
Rs 5 9 7 16 10 7 15 8 14
Ho 0.414 0.946 0.873 0.625 0.983 0.970 0.805 0.651 0.957
He 0.702 0.881 0.808 0.962 0.837 0.812 0.955 0.805 0.941
H&W 0.000 0.898 0.037 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.588
F 0.406 -0.079 -0.087 0.346 -0.179 -0.201 0.152 0.182 -0.021
Nulos 0.17 sn -0.037 -0.039 0.169n -0.081 -0.090 0.0741n 0.0804n -0.010
Cluster3 N 141 118 94 98 148 135 63 100 144
Na 18 14 27 19 28 15 30 14 30
Rs 9 5 14 8 1 7 15 8 14
Ho 0.993 0.415 0.777 0.867 0.973 0.963 0.810 0.710 0.944
He 0.884 0.656 0.950 0.802 0.863 0.828 0.955 0.824 0.944
H&W 0.006 0.000 0.000 0.000 0.025 0.016 0.000 0.000 0.889
F -0.128 0.364 0.178 -0.087 -0.131 -0.168 0.145 0.134 -0.004
Nulos -0.060 0.14 sn 0.0866n -0.038 -0.061 -0.076 0.0708n 0.0604n -0.002
Rst 0.799 0.667 0.637 0.549 0.012 0.081 0.012 -0.005 -0.004
Valot-
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.152 0.654 0.979
Fst 0.189 0.185 0.102 0.112 0.002 0.008 0.001 -0.001 -0.001
Valor-
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.019 0.000 0.538 0.606 0.807

N: numero de muestras utilizadas en el analisis; Na: nimero de alelos; Rs: Riqueza alélica; Ho: Heterocigosidad
observada; He: Heterocigosidad esperada; I': Indice de fijacién; H & W: valor de probabilidad para el test de
equilibrio de Hardy & Weinberg; Nulos: porcentaje de alelos nulos obtenido a partir del algoritmo de Brookfield
(1996). Valores de probabilidad significativos en negrita (P < 0.05).
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Tabla 25: Test de ligamiento entre pares de loci microsatélites en O. mwimus, FIP2008-39.

OmimB101 OmimA104 OmimC106 OmimB111 OmimC122 OmimCl OmimA105 OmimA2 OmimA103
OmimB101 *
OmimA104 0.981 *
OmimC106 0.400 0.440 *
OmimB111 0.759 0.992 0.999 *
OmimC122 0.174 0.326 0.998 0.332 *
OmimC1 0.837 0.809 1.000 0.991 0.124 *
OmimA105 0.570 0.930 1.000 1.000 0.101 0.999 *
OmimA2 0.826 0.968 1.000 0.263 0.969 0.952 1.000 *
OmimA103 0.996 0.744 0.999 0.593 1.000 0.040 1.000 0.997 *
Tabla 26: indices Fst y Rst por pares de clasters en O. mwimus, FIP2008-39
FST RST
1 2 3 1 2
1. Cluster 1 * 0.999 0.999 * 0.999 0.000
2. Cluster 2 -0.101 * 0.000 -0.075 * 0.000
3. Cluster 3 -0.086 0.042 * 0.158 0.304 *

Tabla 27: Valores del test de Wilcoxon para testear un exceso de heterocigotos significativo,
aludiendo disminucién de tamafio poblacional efectivo reciente (cuello de botella), para cada
especie en estudio, FIP2008-39.

Prueba de Wilcoxon (Huua: Exceso de heterocigotos no significativos)

Pulpo Erizo Locate Loco
TPM SMM TPM SMM TPM SMM TPM SMM
Cluster 1 0.633 0.633 0.843 0.963 0.688 0.891 1.000 1.000
Cluster 2 0.986 0.997 0.990 0.996 0.688 0.688 - -
Cluster 3 0.993 0.995 - - - - - -
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Tabla 28: Parametros de variabilidad genética en cinco loci microsatélites en los diferentes

cluster en T. chocolata.

TCHO1 TCHO2 TCHO3 TCHO4 TCHO5
Clusterl N 150 150 150 150 150
Na 31 30 37 30 39
Rs 26 21 27 23 41
Ho 0.840 0.440 0.787 0.920 0.633
He 0.954 0.945 0.943 0.871 0.971
H&W 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
F 0.117 0.533 0.163 -0.060 0.345
Nulos 0.0568 0.2583 s 0.0788 -0.0277 0.1699
Cluster2 N 100 100 100 100 100
Na 26 21 27 23 41
Rs 30 28 34 27 38
Ho 0.880 0.460 0.730 0.930 0.980
He 0.952 0.931 0.906 0.841 0.970
H&W 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000
F 0.071 0.504 0.191 -0.111 -0.015
Nulos 0.0345 0.2422 s 0.0904 s -0.0508 -0.0075
Rst 0.045 0.002 0.017 0.000 0.019
Valor-P 0.000 0.317 0.055 0.425 0.037
Fst 0.000 0.006 0.010 0.002 -0.0001
Valor-P 0.529 0.070 0.001 0.084 0.757

N: nimero de muestras utilizadas en el analisis; Na: nimero de alelos; Rs: Riqueza alélica; Ho: Heterocigosidad
observada; He: Heterocigosidad esperada; F: Indice de fijacién; H & W: valor de probabilidad para el test de
equilibrio de Hardy & Weinberg; Nulos: porcentaje de alelos nulos obtenido a partir del algoritmo de Brookfield
(1996). Valores de probabilidad significativos en negrita (P < 0.05).

Tabla 29: Test de ligamiento entre pares de loci en microsatélites de en T. chocolata, FIP2008-39.

TCHO1 TCHO2 TCHO3 TCHO4 TCHO5
TCHO1 *
TCHO2 1.000 *
TCHO3 0.810 1.000 *
TCHO4 0.713 0.802 0.981 *
TCHO5 0.867 1.000 1.000 0.761
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Tabla 30: Indice Fst, Rst y test exacto de diferenciacién poblacional en T. chocolata, FIP2008-39

FST RST test exacto
1 2 1 2 1 2
1. Cluster 1 * 0.993 * 0.118 * 0.030
2. Cluster 2 -0.079 * 0.007 * *

Tabla 31: Parametros de variabilidad genética en cinco loci microsatélites para el cluster
identificado en C. concholepas.

CclA2 CcAl11 Cc1B6 Cc2F5 Cc2A5
Clusterl N 500 500 500 500 500
Na 14 14 23 43 14
Rs 14 14 23 43 14
Ho 0.582 0.474 0.586 0.202 0.526
He 0.761 0.798 0.872 0.873 0.609
H&W 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
F 0.235 0.405 0.328 0.769 0.135
Nulos 0.1015s 0.1798 s 0.1526 s 0.3581 s 0.0509 s

N: nimero de muestras utilizadas en el analisis; Na: nimero de alelos; Rs: Riqueza alelica; Ho: Heterocigosidad
observada; He: Heterocigosidad esperada; F: indice de fijacién; H & W: valor de probabilidad para el test de
equilibrio de Hardy & Weinberg; Nulos: porcentaje de alelos nulos obtenido a partir del algoritmo de Brookfield
(1996). Valores de probabilidad significativos en negrita (P < 0.05).

Tabla 32: Test de ligamiento entre pares de loci en microsatélites de C. concholepas, FIP2008-39.

CclA2 CcAl111 Cc1B6 Cc2F5 Cc2A5
CclA2 *
CcAl111 0.110 *
Cc1B6 0.000 0.005 *
Cc2F5 0.500 0.250 0.539 *
Cc2A5 0.406 0.346 0.061 0.421 *
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Tabla 33: Parametros de variabilidad genética en ocho loci microsatélites para los diferentes
cluster identificados en L. a/bus.

SeaA-6  SeaC-6 SeaB-6 SeaD-116 Sea A-104 Sea A-109  Sea B-110  Sea D-1

Clusterl N 175 175 162 168 139 110 120 160
Na 23 20 13 12 37 16 9 11
Rs 21 18 11 12 33 15 9 10
Ho 0.589 0.674 0.746 0.756 0.453 0.364 0.317 0.669
He 0.935 0.793 0.797 0.88 0.961 0.9 0.749 0.713
H&W 0 0 0.002 0.012 0 0 0 0.032
F 0.368 0.145 0.059 0.138 0.525 0.593 0.573 0.058
Nulos 0.177 s 0.063 0.026 0.064 s 0.256 0.279 0.244 s 0.024

Cluster2 N 99 88 78 92 61 81 73 76
Na 23 17 12 12 35 15 9 9
Rs 22 16 12 12 35 15 9 9
Ho 0.646 0.602 0.744 0.696 0.525 0.321 0.37 0.658
He 0.933 0.731 0.787 0.871 0.964 0.844 0.715 0.699
H&W 0 0 0.047 0.008 0 0 0 0.006
F 0.303 0.171 0.049 0.197 0.448 0.615 0.477 0.041
Nulos 0.146 0.071 0.021 0.091 0.218 0.28s 0.197s 0.016
Rst -0.002 -0.002 -0.001 0.004 -0.001 0.058 -0.005 -0.003
Valor-P 0.616 0.507 0.469 0.165 0.55 0.000 0.857 0.663
Fst 0.003 0.002 -0.001 0.005 0.003 0.032 0.019 0.004
Valor-P 0.191 0.223 0.546 0.085 0.349 0.000 0.021 0.132

N: nimero de muestras utilizadas en el analisis; Na: nimero de alelos; Rs: Riqueza alélica; Ho: Heterocigosidad
observada; He: Heterocigosidad esperada; F: indice de fijacién; H & W: valor de probabilidad para el test de
equilibrio de Hardy & Weinberg; Nulos: porcentaje de alelos nulos obtenido a partir del algoritmo de Brookfield
(1996). Valores de probabilidad significativos en negrita (P < 0.05).
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Tabla 34: Test de ligamiento entre pares de loci en microsatélites de L. a/bus, FIP2008-39.

Sea A-6 SeaC-6 SeaB-6 SeaD-116 Sea A-104  Sea A-109  Sea B-110  Sea D-1
Sea A-6 *
Sea C-6 0.956 *
Sea B-6 0.925 0.224 *
Sea D-116 0.451 0.474 0.980 *
Sea A-104 0.114 0.341 0.258 0.208 *
Sea A-109 0.409 0.994 0.478 0.253 1.000 *
Sea B-110 0.569 0.759 0.108 0.678 0.948 0.298 *
Sea D-1 0.940 0.851 0.896 0.867 0.535 0.947 0.570 *
Tabla 35: Indice Fst y Rst por par de clasters en L. a/bus, FIP2008-39.
FST RST
1 2 1 2
1. Cluster 1 * 0.998 * 0.999
2. Cluster 2 -0.005 * -0.020 *
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Figura 25: Mapa de distribucién de las poblaciones basado en la probabilidad « posteriori de la
asignacion de la genética de individuos a los clusters geograficos para (a) Erizo, (b) Locate, (c)
Loco, y Pulpo (d).

Los puntos negros indican las localidades muestreadas desde norte a sur (i.e. Clavelito, Pisagua, Punta Arenas,
Punta Campamento, y Punta Sur Taltal).
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Figura 26: Resultados de los analisis realizados en MIGRATE-N en esquemas de diagrama de
flujo.

Los circulos representan las poblaciones determinadas en el analisis de Geneland, los valores dentro de los circulos
son los valores de tamafio efectivo poblacional (INe), y los valores al lado de cada flecha la tasa de migrantes por
generacion (Nm). Todos los valores incluyen los respectivos errores estandar, y tanto el tamafio de los circulos
como de las flechas estin en proporcion a los valores de los parametros Ne y Nz
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9.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Octopus mimus

Los nueve loci microsatélites analizados para O. mimus en su distribuciéon norte de Chile fueron
altamente variables (promedio de He= 0.850). Los valores de He promedio de O. wvulgaris
obtenidos por Cabranes e a/. (2008) fue 0.874, por Casu et al. (2002) de 0.714, y por Greatorex
et al. (2000) de 0.765. En O. maorum Doubleday et al. (2008) obtiene una He de 0.850. Las
diferencias entre los valores de He de Casu et al. (2002) y Greatorex et al. (2000) se deberfa
principalmente a que Casu et al (2002) analiza s6lo un locus (O206) para evaluar diferencias
poblacionales y en Greatorex et al. (2000) esta basado en un reducido nimero de individuos
utilizados para hacer las pruebas de polimorfismo (entre 12-62). En general los valores de
heterocigosidad fueron mas altos en los clusters centro y sur que en el cluster norte. En
términos comparativos con otros grupos de organismos marinos como por ejemplo peces con
He promedio de 0.790, los valores aqui informados son relativamente mayores en
microsatélites del género Octopus.

Se observaron desviaciones significativas del equilibrio de H&W en todos los clusters
geograficos evidenciados para el Pulpo de Norte, observandose un exceso de homocigotos
para estos loci en desequilibrio, sugiriendo patrones poblacionales de no apareamiento al azar.
Otros factores como Efecto Wahlund, seleccién, endogamia o presencia de alelos nulos
pueden provocar estas desviaciones. Un alelos nulo corresponde a la no amplificacién de un
alelo, debido a que la secuencia de la region flanqueante del microsatélite ha sufrido un
mutacion en su secuencia nucleotidica (Pemberton et al. 1995). La posible presencia de alelos
nulos se encuentra frecuentemente en datos microsatélites de diferentes organismos marinos
(ver Pemberton et al. 1995; e.g. Peces: Canales-Aguirre et al. 2010, Moluscos: Gardestrém et al.
2008, Crustaceos: Ferrada et al. in press) y también reportado en cefalépodos como causa a
desviaciones significativas de H&W (L. argentinus, Adcock et al. 1999; L. gpalescens, Reichow &
Smith 2001, L. vulgaris y S. officinalis, Garoia et al. 2004; O. vulgaris, Murphy et al. 2002, Casu et
al. 2002, Cabranes et al. 2008; O. maorum, Doubleday et al. 2008;). Utilizando MICRO-
CHECKER se corroboré que las desviaciones del Hardy & Weinberg correspondié a un
exceso de homocigotos en algunos loci y se sugiere la presencia de alelos nulos. Aunque el
algoritmo utilizado en el software sugiere la presencia de alelos nulos esto no puede ser
corroborado sin conocer los genotipos de los parentales y de las generaciones (analisis de
pedigti), tanto en esta especie como en las demas involucradas en el presente proyecto.

Hay que destacar en este trabajo la estrategia de identificacion de grupos genéticos
poblacionales fue diferente al clasico utilizado. Los analisis tradicionales utiliza cada punto de
muestreo y sobre ellos se realizan las mediciones de diversidad genética (Na, Ho, He) e indices
de diferenciacién poblacional (Fst y/o Rst por pates). Estos paraimetros poblacionales debetfan
ser estimados para los grupos poblacionales identificados por evidencia que vaya mas alld del
cada punto de muestreo. La utilizacién de programas computacionales que definen el nimero
de clusters genéticos mas probable de un set da datos, sin informaciéon a priori ha sido la
solucion a este problema. La utilidad de estas aproximaciones han tenido gran aumento en los
ultimos afios para evaluar bajo un criterio objetivo las diferencias genéticas que presentan
poblaciones (cluster genéticos), ejemplos donde utilizan esta aproximacién en organismos
marinos se encuentran en Galarza et al. 2009 y Fontaine et al. 2008.
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Se utiliz6 informacién proveniente de nueve loci microsatélites, marcadores que tienen una alta
tasa mutacion y ademas dan cuenta de procesos microevolutivos a escala reciente. Nuestros
resultados muestran una significativa diferenciaciéon genética en el area estudiada, por tanto O.
mimus en su distribucion norte de Chile presentarfa al menos tres agrupaciones genéticas
poblaciones.

En general, los cefalépodos se han caracterizado por tener bajos niveles de diversidad genética
(aloenzimas, Brierley et al. 1995, Triantafillos et al. 2004; ADN mitocondrial, Oosthuizen et al.
2004; RAPD, Hermosilla, 2004). En cambio, para loci microsatélites pocos son los trabajos que
se enfocan en determinar como se distribuye la variabilidad genética en un contexto geografico
en Octgpus, a pesar de que hay 21 especies que componen el género y la mayoria de importancia
econémica (Roper et al 1984). Las tnicas especies estudiadas son O. vu/garis (Shaw et al. 1999,
Casu et al. 2002; Cabranes et al. 2008) y O. maorum (Doubleday et al. 2008). Los resultados
encontrados en este estudio no concuerdan con trabajos realizados en otras especies del grupo,
Loligo opalescens (Reichow & Smith 2001), Loligo vulgaris (Garoia et al. 2004) Sephia officinalis
(Garoia et al. 2004), Illex argentinus (Adcock et al. 1999) los cuales muestran homogeneidad
genética poblacional en diversas escalas geograficas. No obstante en representantes del genero
Octopus habria congruencias en patrones de subdivisiones poblacionales, como es el caso de O.
vulgaris (Shaw et al. 1999, Casu et al. 2002; Cabranes et al. 2008) y O. maorum (Doubleday et al.
2008). Los valores del indice de diferenciaciéon poblacional F, y R, fueron significativos
(AMOVA, F_=0.07, P<0.0001 y R,=0.38, P<0.0001), difirieron los valores del indice. Seis de
los nueve loci (AMOVA locus por locus) corroboran estas diferencias significativas (P<

0.0001).

O. mimus presenta caracteristicas reproductivos particulares como ser una especie dioica con
fecundacion interna (para el género Octopus Leite et al., 2008), mayor proporcién de machos
que hembras, un periodo principal de desove en verano (Cardoso et al. 2004), semélpara
(Zamora & Olivares, 2004), postura de huevos en racimos adheridos a grietas (Cortez et al.,
1999b), cuidado parental de descendencia (Cardoso et al., 2004), merobenténico con paralarva
plancténica (Doubleday et al. 2008) con fototactismo positivo (Baltazar et al., 2000).
Estrategias como el cuidado parental podria generar bajos niveles de diversidad genética, como
se ha demostrado en otros organismos marinos (Lassala & Renesto 2007), observandose
diferencias poblacionales.

El area el cluster sur se ha caracterizado por presentar altas concentraciones de fitoplancton,
riqueza de especies (Rodriguez et al. 1996) y agregaciones de zooplancton particularmente en
periodos de primavera - verano cuando la surgencia se intensifica en la zona (Escribano &
Hidalgo 2001, Escribano et al. 2000), concordante con el periodo de maximo desove de O.
mimus (Cardoso et al. 2004). No hay que descartar que la eclosion de las paralarvas en periodos
de intensificacién de surgencia pudiera ser una estrategia para la alimentacién y permanencia en
esta zona rica en nutrientes. Por otro lado, se ha descrito que dado el comportamiento
bentonico, asociado a rocas, aguas someras y protegidas representarfan un habitat ideal para
todo tipo de pulpos bentonicos (Vega et al. 2000). En otras zonas de surgencia se han descrito
procesos tales como, presencia de frentes termales que retienen masas de aguas hacia la costa
(Graham & Largier 1997), circulacion en doble capa que permiten flujos compensatorios en el
plano vertical (Wroblewski 1982, Peterson 1998), y giros inducidos por la morfologia costera
(Wing et al. 1998, Hutchings e al. 1995), estos procesos estarfan afectando los patrones de
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diversidad observados. En otros organismos marinos como crusticeos también se ha
evidenciado diferenciacion genética, debido principalmente a un limitado flujo génico debido a
giros oceanograficos (von der Hayden et al. 2007), reclutamiento larval relacionado a su
ambiente natal (Matthee et al. 2007), circulacién marina, remolinos (eddies) lentos y de larga
duracion (Brasher et al. 1992) o combinacién de estrategias de comportamientos de
distribucién vertical, conjunto con corrientes superficiales y subsuperficiales diferenciales

hacen que permanezcan o vuelvan al habitat donde se encuentran los adultos (e.g., Panulirus
oygnus, Phillips 1981).

Aunque los clusters geograficos evidenciados encuentran sustento estadistico (Cluster Norte,
Centro y Sur), estos cluster no estan totalmente aislados, existiendo conectividad entre ellos
como lo demuestra las estimaciones de flujo génico. En términos de magnitud y direccioén del
flujo génico, los cluster centro y sur son los que aportan mayoritariamente al cluster norte,
coincidiendo con la direcciéon de la corriente de Humboldt (SCH) (Escribano & Hidalgo 2001).
Aunque el SCH tiene direccién sur-norte esta es de mayor profundidad (Pinet, 1998), y
considerando que las paralarvas de Octopus mimus presentan fototactismo positivo (Baltazar et
al., 2000), estas se encontrarfan en la zona fética de la columna de agua, asi la SCH no influiria
directamente a la conectividad sur—norte. En este sentido toma mayor importancia la corriente
superficial proveniente de surgencias costeras en direccién sur-norte (Bernal et al., 1982), que
podria estar facilitando la dispersion de paralarvas en distinta magnitud entre los clusters
geograficos evidenciados. I.a conectividad encontrada (intercambio de individuos entre
poblaciones) es de vital importancia para el estudio de dinamica poblacional, manejo de stock
pesqueros y diseflo de reservas marinas (Cowen et al. 2000). Aunque generalmente se asume
que las larvas son particulas pasivas, al parecer son mucho mas complejas de lo que se piensa
(Cowen et al. 2000).

En el contexto de los modelos ecolégicos de habitat fuente y sumidero, un habitat sumidero es
aquel que alberga una poblaciéon donde la reproduccién no es suficiente para balancear la
mortalidad natural (Pulliam, 1991), y que depende de la inmigraciéon desde el habitat fuente
para su persistencia en el tiempo. Dentro de este marco el cluster sur actuarfa como habitat
fuente, del cluster centro y sur que actuarfan como habitat sumidero. Mayor evidencia y
analisis formales de modelamiento fuente-sumidero son necesarios para concluir respecto a
este tema (e.g algoritmos implementados en Nestedness Calculator (Atmar & Patterson, 1993)
y BINMATNEST 3 (Rodriguez-Gironés & Santamarfa, 2000)).

La utilidad de marcadores moleculares para delinear estructuracién poblacional es una
herramienta que en cefalépodos deberfa ser mas utilizada, ya que otro tipo de caracteristicas,
como medidas morfométricas podrian incorporar sesgo dada la plasticidad de caracteres
relacionados con el crecimiento (Shaw, 1997).
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Loxechinus albus

La heterocigosidad como una medida de la variabilidad genética poblacional mostr6 valores Ho
entre (0.32-0.76) con un valor promedio de 0.54 para los ocho loci analizados en L. albus.
Valores contenidos en este rango se han registrado para Strongylocentrotus droebachiensis desde
estudios desde el Atlantico y Pacifico Norte, donde se observé una Ho observada promedio de
0.59 (Addison & Hart, 2004). De los ocho loci analizados en cada cluster geografico
identificado para L. albus todos presentaron desviaciones significativas al equilibrio de H-W, las
cuales hacen referencia a un exceso de homocigotos.

Dentro de las posibles causas que explicarfan la falta de heterocigosidad en los loci analizados,
se encuentra la presencia de alelos nulos, esto fue evidenciado en seis de los ocho loci
analizados. Cabe destacar que el locus Sea-109 que reflejo mayor porcentaje de alelos nulos en
ambos grupos (cluster norte: 27,9% vy cluster sur 28%), también presento las mayores
diferencias entre la Ho y He.

Los apareamientos endogamicos también podrian estar aumentando la tasa a la cual se
producen genotipos homocigos, ya que cuando Ho < He se asume que en la poblacion se
produjeron mas apareamientos endogamicos de lo que se espera por azar. Lo cual es reflejado
por los valores de FIS registrados, donde queda de manifiesto un exceso significativo de
homocigotos en todos los loci para los dos cluster geograficos, este exceso de homocigotos
también se ha evidenciado con otros marcadores tipo RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) y aloenzimas en L. albus por Vergara (2001) y en otros erizos del
hemisferio norte como Strongylocentrotus droebachiensis (Addison & Hart 2004). Por otra parte, la
deficiencia de heterocigosidad también podria ser atribuida al efecto Wahlund o la mezcla de
individuos de muestreo en una amplia zona geografica que puede incluir mas de una unidad
panmictica.

Las poblaciones panmicticas son comunes para especies costeras con larvas planctotroficas, ya
que esta estrategia de vida favorece el continuo flujo génico entre las poblaciones (Olivares,
2008). Sin embargo los resultados obtenidos mediante el analisis de la varianza molecular
evidenciaron que los datos no soportan las hipotesis de panmixia planteada con respecto a la
estructuracién poblacional de L. albus.

Las mayores diferencias genéticas estarfan produciéndose en la zona de Peninsula de Mejillones
(23°00°LS;70°24'W), lo que podria estar reflejando un hito geografico que genera un quiebre
genético significativo para L. albus. En relacion a los valores del indice de diferenciacion
poblacional, el Rst que considera modelos de mutacién para microsatélites tipo SMM (Stepwise
Mutation Model; Kimura & Ohta 1978) no muestra diferencias significativas (0.003 - p>0.05).
A diferencia el indice Fst, el cual se basa en un modelo IAM (Infinite Allele Model; Kimura &
Crow 1964), si detecta diferencias genéticas leves (Balloux & Lugon-Moulin, 2002), pero
significativas entre los cluster geograficos detectados por Geneland (Fst= 0.008 - p<0.05). Las
diferencias en resultados entre ambos estimadores se deberfan a los distintos modelos de
mutacion que deberfan evidenciar los loci desarrollados en el presente estudio. El analisis de
Fst y Rst por locus mostré diferencias significativas en dos loci para el Fst (SeaA-109 y SeaB-
110), donde el Rst ratifica esta diferencia para el locus SeaA-109, lo que estaria indicando que
estos loci tendrian el poder suficiente como para evidenciar y reflejar las diferencias entre los
clusters geograficos evidenciados.
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El conocimiento genético poblacional es limitado para la especie L. a/bus, contando con
informacién referente a isoenzimas (Espejo et al., 2004; Toro et al., 2005) y RAPDs (Vergara,
2001) a lo largo de la costa de Chile, donde no se ha observado estructuraciéon genética
poblacional. Esta ausencia de estructuracion genética también ha sido informada en otras
especies de erizos como Strongylocentrotus droebachiensis y - Strongylocentrotus franciscanus del
hemisferio norte (Debenham et al., 2000; Addison & Hart, 2004), en estos trabajos se sugiere
que caracteristicas como el desplazamiento y permanencia de larvas en el plancton, sumado a
altas fecundidades favorecen la homogeneidad genética de una especie a través de su
distribucién (Burton, 1983).

Las diferencias entre los antecedentes de homogeneidad genética poblacional previa (Espejo et
al., 2004; Toro et al., 2005; Vergara, 2001), y lo evidenciado en el presente estudio para L. albus
podrian ser el resultado de la utilizaciéon de diferentes marcadores moleculares, isoenzimas con
una cobertura del genoma menor al 5% y tasas de mutacién que bordean las 3.3x10°
mutaciones por alelo por generacion, y microsatélites con coberturas del genoma del 5 al 20%,
con tasas de mutacién entre 10°y 10° mutaciones por locus por generacién (Ellegren, 2000;
Hauser & Ward, 1998). Estos dltimos debido al elevado nivel de polimorfismo presentan un
mayor poder para detectar estructuracion genético poblacional débil pero significativa
(Aranguren-Méndez et al., 2005).

Si bien L. albus es una especie que presenta caracteristicas de historias de vida que favorecerian
la homogeneidad genética poblacional, los resultados generados en el presente estudio
contradicen la hipétesis de panmixia. Mecanismos causales relevantes que podrian jugar un
importante rol en la estructuraciéon poblacional evidenciada, se encuentran las caracteristicas
oceanograficas de la zona de estudio, tales como la corriente marina de Humboldt
acompafiado de los fenémenos de surgencias tipicos del norte de Chile. Este fenémeno
también se ha evidenciado en otras especies de erizo como Stongylocentrotus purpuratus del
hemisferio norte y Evechinus chloroticus del hemisferio sur, donde la estructuraciéon poblacional
podria ser el resultado de una combinacién de patrones oceanograficos locales especificos para
zonas de surgencias (Lamare, 1998).

Avise (2000) menciona que los eventos locales de los océanos pueden alterar la dinamica de
homogeneidad genética, lo que permite la aparicion de parches genéticos, incluso en presencia
de un elevado flujo de genes a través de la cobertura de una especie. La retencién se ha
demostrado en ambientes costeros semi-cerrados para E. chloroticus, donde los reclutas
provienen de larvas que se han originado, mantenido y que han completado su desarrollo en el
mismo lugar. Esto provocarfa un reducido intercambio de larvas a través del rango de
distribucién geografica de la especie, lo cual favorece la diferenciacion genética poblacional
(Lamare, 1998).

Los quiebres genéticos geograficos evidenciados no soélo en L. A/bus, si no también en Locate
y Pulpo del Norte en la zona de bahia Mejillones, indican que esta area serfa un hito del paisaje
importante en la generacion de los patrones observados. Bahia Mejillones con caracteristicas
oceanograficas particulares, no se encuentra bajo los efectos directos de las corrientes costeras
con direcciéon al Norte. Con una baja capacidad de exportaciéon de material debido a su
morfologia “semicerrada” y a la baja velocidad de las corrientes, por lo que podria ser
considerada como un nucleo de retenciéon larval (Escribano, 1998; Ortlieb et al., 2000). Esta
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bahia ha sido descrita como el accidente geografico mas importante de la costa chilena y
pertenece al sistema de surgencias de Punta Angamos, descrito como el mas productivo de la
zona norte de Chile (Escribano, 1998; Gonzilez et al., 1998; Marin & Olivares, 1999;
Escribano & Hidalgo 2000; Thomas et al., 2001; Sobarzo & Figueroa, 2001). Aspectos
ecolégicos de la bahfa de mejillones como la presencia de huirales mixtos de Macrocystis
integrifolia y Lessonia trabeculata presentes en el submareal rocoso podrian favorecer la retencion
larval, actuando como ambientes de refugio y alimento para las comunidades de erizo (Viviani,
1978; Vasquez et al., 2001).

Segun las estimaciones de direcciéon y magnitud del flujo génico entre clusters geograficos
evidenciados para L. A/bus, la mayor magnitud serfa en direccién norte-sur favorecido por la
contracorriente Chile-Perd, la cual se desplaza a través de la costa del norte de Chile en
direccion sur (Fuenzalida et al., 2007). La exportacion de variantes génicas en sentido norte—sur
es ratificada con la mayor presencia de alelos privativos en el cluster norte, con 11 alelos cluster
especifico, a diferencia del cluster sur que sélo posee dos alelos cluster especifico
considerandose este como una submuestra del cluster norte. Este fenémeno es coherente con
lo descrito por Slatkin (1985) donde alelos privados tienden a alcanzar una alta frecuencia solo
cuando el numero de migrantes es bajo ya que al existir menor recepcion de emigrantes se
favorece la mantencién de alelos raros en frecuencia altas (Barton & Slatkin 1986). En el
contexto de los modelos ecoldgicos de habitat fuente y sumidero, un habitat sumidero es aquel
que alberga una poblacién donde la reproduccién no es suficiente para balancear la mortalidad
natural (Pulliam, 1991), y que depende de la inmigraciéon desde el habitat fuente para su
persistencia en el tiempo. Dentro de este marco el cluster norte actuarfa como habitat fuente, y
el cluster sur como habitat sumidero. Mayor evidencia y analisis formales de modelamiento
fuente-sumidero son necesarios para concluir respecto a este tema (e.g algoritmos
implementados en Nestedness Calculator (Atmar & Patterson, 1993) y BINMATNEST 3
(Rodriguez-Gironés & Santamaria, 2000)).

L. albus a través de su distribucion en el norte de Chile, hasta los 30° LS, es ocasionalmente
afectado por el fenémeno del NINO, aunque la magnitud del efecto no ha sido documentada.
Durante el ENSO de 1982-83 una disminucién de las poblaciones adheridas al sustrato se
observé entre los 18° y 20°LS (Soto, 1985), asi como una disminuciéon de la densidad
poblacional cerca de Antofagasta (23° y 24°LS) en relacion con la mortalidad masiva de
Lessonia spp vy Macrocystis integrifolia (Tomicic, 1985). Durante el ENSO de 1997-98, el
calentamiento de la superficie del mar fue minimizado por intensas y frecuentes surgencias
costeras (Gonzalez et al,, 1998). Como consecuencia de ello, no se produjo mortalidades
masivas de invertebrados del litoral cerca de Antofagasta. Sin embargo, las densidad de L. a/bus
disminuy6 durante la maxima expresion del fenémeno, tal vez debido a la migracién o la
mortalidad, con un aumento significativo en el reclutamiento después del evento (Vasquez,
2001). La disminuciéon en el reclutamiento podria haber generado fuertes cambios a nivel
demografico, no obstante los resultados a partir de evidencia genética (tipo microsatélite) dan
cuenta de que este tipo de fenémeno no habria provocado reducciones significativas del
tamafio efectivo poblacional de L. a/bus, dado que el analisis de cuello de botella reciente para
cada clusters evidenciado, no habria sido significativo para las hipotesis y modelos
mutacionales de microsatélites evaluados.
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Concholepas concholepas

El molusco Loco, C. concholepas, es uno de los recursos mas ampliamente explotados por los
pescadores artesanales por su extensa distribucion latitudinal en el borde costero de Chile.
Desde 1999 su pesqueria se encuentra bajo el régimen de Areas de Manejo de Recursos
Benténicos (AMERB), por el cual las organizaciones de pescadores artesanales se encuentran
autorizados a extraer este recurso. Actualmente el 100% de las capturas de loco en Chile
provienen de las AMERB acorde a un plan de manejo del area administrada por la
organizacién y cuya cuota de extraccion se establece de acuerdo a criterios biolégicos. La
implementaciéon de las AMERB ha generado un ordenamiento importante en las pesquerias
benténicas asi como también ha otorgado a las agrupaciones de pescadores los elementos
basicos para incrementar la accion colectiva, generando nuevos negocios e ideas colaborativas.
Esto ha significado ademas un incremento en los beneficios econémicos de los pescadores
artesanales. Por ejemplo, en el afio 2006 la pesqueria reporté divisas en US$15,8 millones,
alcanzando relevancia econémica y social, y surgiendo ademas como un aporte al desarrollo
sustentable del sector pesquero (Stotz 1997; Manriquez & Castilla 2001; Sobenes & Chavez
2007). Los pescadores artesanales en tanto han sefialado como necesaria una mayor

participacion del gremio a fin de involucrarlos en la toma de decisiones respecto de su rol en
los planes de las futuras politicas de las AMERBs (Gelcich et al. 2009)

Los resultados concuerdan con lo descrito previamente (Gallardo & Carrasco, 1996; Vergara,
2001; Cardenas et al. 2007, 2009) en cuanto a que a través de su distribuciéon en la costa de
Chile la especie C. concholepas de presentaria como una gran agrupacién genética, generando un
solo claster geografico. Segun Palumbi (1992) organismos como el Loco que poseen grandes
tamafios poblacionales y amplios rangos de distribucién geografica tendrfan en consecuencia
tasas mas lentas de especiacion.

Es necesario, sin embargo, considerar que esta es una vision parcial del ecosistemas por la
escala espacio-temporal restringida considerada y la limitada informacion disponible sobre los
procesos ecosistémicos afectando los resultados (Del.eo & Levin 1997).

Los pescadores artesanales asociados a las AMERB, de acuerdo a investigaciones ecoldgicas y
pesqueras, estarfan suministrando una importante plataforma de capital humano y social para la
conservacion de la biodiversidad de los ambientes marinos de la costa de Chile. (Manriquez et
al. 2001, Gelcich et al. 2008). En general los pescadores artesanales consideran sus AMERB
como lugares de refugio/reclutamiento a su vez que reconocen la capacidad de carga de los
ambientes. A modo de ejemplo y de acuerdo a sus experiencias y conocimiento ecolégico local
no consideran dentro de los planes de repoblamiento de sus AMERBs con ejemplares de C.
concholepas debido a que estos consumirfan todo el alimento disponible en el area sin alcanzar las
tallas requeridas.

En el contexto de los modelos ecolégicos de habitat fuente y sumidero, y dada la
homogeneidad genética evidenciada a través de la distribuciéon geografica analizada en el Loco,
no ha sido posible realizar inferencias respecto a dinamica de fuente-sumidero (Pulliam, 1991.
Mayor evidencia (e.g marcadores moleculares con valor selectivo) y analisis formales de
modelamiento fuente-sumidero son necesarios para concluir respecto a este tema (e.g
algoritmos implementados en Nestedness Calculator (Atmar & Patterson, 1993) y
BINMATNEST 3 (Rodriguez-Gironés & Santamaria, 2000).
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Thais chocolata

El nivel de flujo genético y conectividad en el ambiente marino es asociado en gran parte al
ciclo de vida que presenten las especies, aquellas que presentan una fase larval dentro de su
ciclo tendrfan una mayor capacidad de dispersion que especies que presentan desarrollo directo
y por ende un mayor flujo genético entre sus poblaciones. En invertebrados marinos la
capacidad de dispersién junto con factores oceanograficos son las que explican en mayor parte
el nivel de conectividad entre sus poblaciones.

En el ambiente marino, la capacidad de dispersion de las especies tiene un papel trascendental
en definir la historia evolutiva de las poblaciones y por ende su patrén filogeografico. Mas atn,
con la filogeografia se ha puesto a prueba el paradigma de conectividad, el cual establece una
aparente ausencia de barreras a la dispersion en el ambiente marino y consecuentemente alta
homogeneidad genética entre las poblaciones (Levin, 20006), siendo la presencia de una fase
larval el principal factor que determina la conectividad entre poblaciones marinas. De aqui que
se espera que invertebrados marinos con una etapa larval de dispersion en su ciclo de vida
tengan poblaciones con baja estructuracion genética, mientras que especies que carecen de esta,
presentan una alta estructuracion (Kyle & Boulding, 2000; Cassone & Boulding, 2006; Jonson
& Black, 20006; Ayre et al., 2009; Lee & Boulding, 2009).

La capacidad de dispersion (su larva veliger permaneceria 120 dias en la columna de agua)
otorgarfa a T. chocolata la posibilidad de colonizar una amplia variedad de ambientes como lo
que ocurre en el norte de Chile, donde destaca la presencia de la surgencia que permite al
existencia de ecosistemas altamente productivos (Escribano et al.,2004), zona que también ha
sido afectada por fenémenos climaticos como el Niflo, proceso de gran escala que altera la
diversidad y estructura comunitaria en el ambiente marino (Camus, 1990). Esta especie
presenta caracterfsticas reproductivas tales como un desarrollo intracapsular relativamente
corto (49 dias), gran numero de huevos por capsula (1700-3200), y una extensa fase larval de
120 dias (Romero et al., 2004), lo cual causaria que muchos de los individuos de la poblacion
estén siendo responsables del reclutamiento en algin ciclo reproductivo. Esto conllevarfa a que
el tamafo poblacional fluctué con el tiempo, donde solo algunos de los individuos aportan con
nuevos juveniles a la generacion siguiente.

La identificaciéon de dos cluster geograficos (Clavelito y Punta Arenas; y Pisagua, Punta
Campamento y Punta Sur Taltal) con los datos de genotipificaciéon sin informacion a priors,
agrupando localidades de forma intercalada se podtia deber a traslocaciones realizadas por los
pescadores a fin de acopiar recursos para su posterior extraccion.

En el contexto de los modelos ecologicos de habitat fuente y sumidero, un habitat sumidero es
aquel que alberga una poblaciéon donde la reproduccién no es suficiente para balancear la
mortalidad natural (Pulliam, 1991), y que depende de la inmigraciéon desde el habitat fuente
para su persistencia en el tiempo. Dentro de este marco el cluster norte del Erizoactuaria como
habitat fuente, y el cluster sur como habitat sumidero. Mayor evidencia y analisis formales de
modelamiento fuente-sumidero son necesarios para concluir respecto a este tema (e.g
algoritmos implementados en Nestedness Calculator (Atmar & Patterson, 1993) y
BINMATNEST 3 (Rodriguez-Gironés & Santamaria, 2000)).
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10.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El proyecto FIP N° 2008-39 “Caracterizacion molecular de los principales recursos
benténicos, y estudio de conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”, es el
primer esfuerzo que considera de manera conjunta los niveles de variabilidad y estructura
genética en especies con distintas historias de vida, especialmente en lo referente a modos de
dispersion y viabilidad del estado larval.

Basado en la evidencia molecular y los resultados obtenidos se concluye la existencia de dos
agrupaciones genéticas geograficamente estructuradas para el Erizo en el area comprendida
entre los 18 y 25°LS en el norte de Chile, con tamafios efectivos poblaciones mayores en la
agrupacion norte y flujos génicos de mayor magnitud en direccién norte-sur. Mismo patron es
observado para el Locate, sin embargo, en esta especie se destaca la presencia una
discontinuidad geografica en la zona de Pisagua, la que podtia ser explicada por movimientos
de ejemplares o translocaciones entre las AMERBs en estudio. En el recurso Pulpo del Norte
se observan tres agrupaciones genéticas geograficamente estructuradas, y al contrario del Erizo
y Locate los tamafios efectivos poblaciones van en aumento hacia el sur con un flujo génico en
mayor magnitud en direcciéon sur-norte. En el muricido Loco, no se observan poblaciones
genética o geograficamente estructuradas en el norte de Chile.

Respecto a la dindmica ecolégica de habitat fuente y sumidero, la agrupacién genética
geografica norte del Erizo actuarfa como habitat fuente, y la agrupacién sur como habitat
sumidero. Esta dinamica fuente-sumidero serfa compartida para el recurso Locate. En el Pulpo
del Norte, desde las agrupaciones genético poblacionales del sur y centro exportarfan variantes
genéticas (individuos) hacia el norte, de este modo las poblaciones del centro y sur actuarfan
como habitats fuentes de la agrupacién sumidero del norte. Mayor evidencia y analisis formales
de modelamiento fuente-sumidero son necesarios para concluir respecto a este tema.
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Recomendaciones emanadas desde el Taller de Discusion y Difusion

A la luz de los resultados generados se recomienda incorporar esta informacion en los planes
de manejo y seguimientos de las AMERBs bajo estudio, teniendo en cuenta que la persistencia
de las agrupaciones genéticas descritas para cada especie en estudio dependera de diferentes
factores. Un factor importante es la estabilidad en los tamafos efectivos poblacionales de
aquellas agrupaciones que actian como fuentes, y otro es el mantenimiento de los mecanismos
de transporte larval que ayudarfan a mantener aquellas agrupaciones donde las tasas de
reproducciéon no serfan suficientes para balancear los costos de la mortalidad natural, con
efectivos poblacionales de menor magnitud.

Particular importancia debe ser atribuida a los movimientos de ejemplares entre areas, por
ejemplo con fines de repoblamiento (traslocaciones). Estos movimientos deben ser informados
a las autoridades respectivas con la finalidad de mejorar las evaluaciones de los recursos en
cuestién, ademas de monitorear y analizar los efectos a mediano y largo plazo de estos
movimientos. Por otro lado, considerar la interacciéon con las agrupaciones de pescadores
artesanales a cargo de estas AMERBs.

Se recomienda formular una segunda fase de este proyecto que permita verificar la estabilidad
espacial y temporal de los patrones genéticos poblacionales evidenciados para estas especies asi
como otras de interés ecoldgico. Ademas incluir en los términos de referencia el analisis del
patron genético a través de toda distribucion geografica de las especies, utilizando los
marcadores neutrales aqui desarrollados, y marcadores moleculares con valor selectivo que
permita contrastar hipétesis relacionadas con adaptaciones locales. Por otro lado, con la
finalidad de robustecer las futuras investigaciones se recomienda promover estudios de
parentesco a partir de los microsatélites desarrollados en el presente estudio en el Locate,
Pulpo del Norte y Erizo, para la validaciéon de los marcadores y la determinacién de los
modelos de evolucién de estos, que permita realizar estimaciones mas robustas de flujos
génicos y tamafios efectivos poblacionales.

Se recomienda incluir en los Estudios de Situacion base del Area, en los Planes de Manejo, yla
toma de decisiones el muestreo de ejemplares de las especies principales (u otras de interés
ecologico) para establecer los parametros de diversidad genética previo a las actividades de
explotacion de los recursos.

La informacién aqui generada es complementatia mientras no se clarifiquen/conozcan
diversos aspectos de la ecologia de las especies que permitan formular hipdtesis con mayor
informacion/certeza sobre los factores relevantes, ademas de la capacidad de dispersion de la
larva, que no explican per se la diferenciacion genética observada.
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12.- ANEXOS

ANEXO 1: PERSONAL PARTICIPANTE POR ACTIVIDAD, PROYECTO FIP N°

2008-39.
NOMBRE TITULO FUNCIONES O ACTIVIDADES | HORAS EMPLEADAS
Ricardo Galleguillos G. [ Profesor Biologfa Jefe Proyecto 140
PhD Biology
Sandra Ferrada F. Bidlogo Marino Coordinacién 650
Magister en Pesquerias Analisis de Laboratotio
Anilisis de Datos
Elaboraciéon de Informes
Cristian Canales A. Bidlogo Marino Anilisis de Laboratotio 450
Anilisis de Datos
Elaboraciéon de Informes
Andrea Barrera V. Bidlogo Marino Anilisis de Laboratotio 360
Anilisis de Datos
Elaboracion de Informes
Mariem Dib M. Bidloga Analisis de Laboratotio 330
Anilisis de Datos
Cristian Hernandez U. | Bidlogo Marino Anilisis Genético 100
Dr. Ecologia Elaboracién de Informes
Cristian Gallardo E. Dr. Ciencias Coordinacién 150
Anilisis de Datos
Elaboracion de Informes
Myriam Valenzuela B. Bidlogo Marino Analisis Genético 360
Anilisis de Datos
Elaboracion de Informes
Pedro Pizarro F. Bidlogo Marino Coordinacién Muestreo 150
Elaboracion de Informes
Gonzalo Gajardo G. Dr. Biologfa Coordinacion 150
Elaboracion de Informes
Patricia Beristain R. Ingeniero en Acuicultura Anilisis de Laboratorio 360

Magister en Acuicultura

Analisis de Datos

Elaboracion de Informes
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ANEXO 2: AUTORIZACION PARA PESCA DE INVESTIGACION, PROYECTO
FIP 2008-39.
e - Slg

MINISTERIO DE ECO A Sy
FOMENTO Y RECONSTRUCCION
SUBSECRETARIA DEIPESCAL .
PINV 81-2009 Benténicos 1 y Il Qﬁglo HPH

N, | AUTORIZA A UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
g S L) PARA REALIZAR PESCA DE INVESTIGACION
QUE INDICA.

vaparaiso, 18 MAR 2009

-

e 993

) ) VISTO: Lo solicitade por Universidad de
Concepcion, mediante C.I. SUBPESCA N° 960 de 2009; lo informado por la Division de
Administraciéon Pesquera de esta Subsecretaria en Informe Técnico (P.INV.) N° 081/2009,
contenido en el Memorandum Técnico (P.INV.) N° 81 de fecha 2 de marzo de 2009; los
Términos Técnicos de Referencia del Proyecto denominado “Caracterizacion molecular de
los principales recursos benténicos, y estudio de conectividad entre sus poblaciones
entre la I y Il regiones’, elaborados por |a solicitante y aprobados por esta Subsecretaria; lo
dispuesto en el D.F.L. N° 5 de 1983, la Ley General de Pesca y Acuicultura N° 18.892 y sus
madificaciones cuyo texto refundido fue fijado por el D.S. N° 430 de 1991, del Ministerio de
Economia, Fomento y Reconstruccion; la Ley N° 19.880; los D.S. N° 830 de 1996 y N® 210 de
1998, y los Decretos Exentos N° 560 de 2003, N° 184 y N° 521, ambos de 2005, todos del
Ministerio de Economia, Fomento y Reconstruccién.

RESUELVO:

1.- Autorizase a la Universidad de Concepcidn,
R.U.T. N° 81.494.400-K, domiciliada en Victor Lamas N° 1290, Concepcion, para efectuar una
pesca de investigacion de conformidad con los Términos Técnicos de Referencia del Proyecto
denominado “Caracterizacion molecular de los principales recursos benténicos, y
estudio de conectividad entre sus poblaciones entre la I y Il regiones”, elaborados por la
solicitante y aprobados por esta Subsecretaria y en conformidad al Informe Tecnico citado en
Visto, el que se considerara parte integrante de esta Resolucion, por el lapso de doce meses a
contar de la fecha de la misma.

2- El objetivo principal de la pesca de
investigacion que por la presente Resolucion se autoriza consiste en obtener ejemplares de los
recursos benténicos erizo rojo, locate, pulpo del norte y loco, en areas de manejo vy
explotacion de recursos bentonicos, con el objeto de determinar la estructura genética de los
diferentes stocks de las principales pesquerias presentes en el norte grande, detectando
areas y fuentes de sumidero de estos recursos.

3.- La pesca de investigacion se efectuara por el
periodo comprendido entre la fecha de la presente Resolucion y el 31 de mayo de 2009, en las
siguientes areas de manejo y explotacion de recursos bentonicos: Arica, ubicada en la XV
Region; Pisagua, ubicada en la | Region; Punta Arenas Sector B, Punta Campamento y
Punta Sur Taltal, ubicadas en la Il Region,

4.- En cumplimiento del objetivo de la pesca de
investigacion autorizada, se podra extraer mediante buceo semi autonomo (Hooka) de las
areas de manejo antes sefialadas un total de 500 ejemplares de cada una de las siguientes
especies: Erizo rojo Loxechinus albus, Locate Thais chocolate, Pulpo del norte Octopus
mimus y Loco Concholepas concholepas.
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5.- Para efectos de la pesca de investigacion que
se autoriza por la presente resolucidn, se exceptia el cumplimiento de las medidas de
administracion establecidas para las especies objeto del presente estudio, relativas a pesos
minimos de extraccion, veda biolégica y veda extractiva.

6.- Podran participar en la presente pesca de
investigacioén, embarcaciones artesanales y buzos mariscadores, inscritos en el Registro
Pesquero Artesanal en cada uno de los recursos hidrobiolégicos sefialados en el numeral 4 -
de la presente Resolucién, de las regiones XV, | y Il. Las embarcaciones autorizadas para la
pesca de investigacion, son:

Caleta Nombre embarcacion | N° matricula

i Princesa 273

Arica Alejandra 218

' Ledn 353

Pisagua Rocky 353

Juan Carlos 627

Punta Arenas Popeye o
Astro 70

Puntaﬂ?ampamento e 12

Cifuncho El Siquita 457
Jamaicano -

7.- La peticionaria debera entregar dentro del
plazo de un mes, una vez finalizada la presente pesca de investigacién un informe final de
resultados, que debera dar cuenta de cada uno de los objetivos especificos contenidos en la

solicitud C.l. SUBPESCA N° 960 de 2009, e incluir las observaciones realizadas en el
presente informe.

8.- El peticionario designa como persona
responsable de esta pesca de investigacién, de conformidad con lo dispuesto en el articulo 102
del D.S. N® 430 de 1991, del Ministerio de Economia, Fomento y Reconstruccidn, a don Sergio
Lavanchy Merino, R.U.T. N° 4.329.379-6, del mismo domicilio de la solicitante.

9.- La presente resolucién debera publicarse en
extracto en el Diario Oficial, por cuenta de la interesada, dentro del plazo de 30 dias habiles
contados desde su fecha quedando sin efecto de no publicarse en el plazo sefalado.

10.- Esta autorizacion es intransferible y no podra
ser objeto de negociacion alguna.

11.- La solicitante debera dar cumplimiento a las
obligaciones establecidas en los D.S. N° 430 de 1991 y N° 461 de 1995, ambos del Ministerio
de Economia, Fomento y Reconstruccién, sin perjuicio del cumplimiento de las obligaciones
que se establecen en la presente Resolucion. El incumplimiento hard incurrir al titular en el
término inmediato de la pesca de investigacion sin que sea necesario formalizarlo.

12.- La presente autorizacion es sin perjuicio de las
que corresponda conferir a ofras autoridades, de acuerdo a las disposiciones legales vy
reglamentarias vigentes o que se establezcan.

13.- La infraccion a las disposiciones legales y
reglamentarias sobre pesca de investigacion, sera sancionada con las penas y conforme al
procedimiento establecido en la Ley General de Pesca y Acuicultura.
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14 - El Servicio Nacional de Pesca debera adoptar
las medidas y efectuar los controles que sea necesarios para lograr un efectivo cumplimiento de
las disposiciones de la presente resolucion.

15.- La presente Resolucion podra ser impugnada
por la interposicion del recurso de reposicion contemplado en el articulo 59 de la ley 19.880,
ante esta misma Subsecretaria y dentro del plazo de 5 dias habiles contados desde la
respectiva notificacion, sin perjuicio de la aclaracién del acto dispuesta en el articulo 62 del
citado cuerpo legal y de las demas acciones y recursos que correspondan de acuerdo a la
normativa vigente.

16.- Transcribase copia de esta Resolucion, del
Informe Técnico Citado en Visto, y de la solicitud C.I. SUBPESCA N° 960 de 2009, a la
Direccién General del Territorio Maritimo y Marina Mercante, al Servicio Nacional de Pesca y la
peticionaria.

ANOTESE, NOTIFIQUESE POR CARTA CERTIFICADA Y PUBLIQUESE EN EXTRACTO
EN EL DIARIO OFICIAL POR CUENTA DE LA INTERESADA.

(Firmado) JORGE CHOCAIR SANTIBANEZ, SUBSECRETARIO DE PESCA
Lo que transcribo a Ud., para su conocimiento.

— Saluda atentamente a Ud.,
(r}%‘ e
4-"‘,; T,
Ly JEFE %
S DIPARTAMENTO |

'Qms"rmrwu /
Ny e /
i, ___.,_,//

%‘)N SILVA
Jefe Departamento Administrativo
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AUTORIZACION DE LA SOLICITUD DE MODIFICACION DEL PERMISO DE
PESCA DE INVESTIGACION, PROYECTO FIP 2008-39
VALPARAO /<
|
\

MODIFICA RESOLUCION QUE INDICA

(EXTRACTO)

99e] 26 JUN 2009

- v

Por Resolucién Exenta N*
de esta Subsecretaria, modificase el numeral 3.- de la Resolucion Exenta N° 993 de 2000, de
esta Subsecretaria que autorizé a la Universidad de Concepcidn, para efectuar una pesca de
investigacion, en el sentido de:

a) prorrogar el plazo Indicado por 60 dias contados desde la fecha de la presente Resolucion.

b) respecto de las dreas de manejo y explotacion de recursos bentbnicos donde se desarrolla
la pesca de investigacion, incluir Clavelito de la XV Region y Caleta Afuera de la || Region, y
excluir Arica de la XV Regién y Punta Sur Taltal de la || Reglon.

{
\

JORGE CHOCAIR SANTIBANEZ

VALPARAISO, 2B JUM 2003

ANOTES E, NO‘I’I ﬂQUE&E POR CARTA CERTIFICADA ¥ PUBLIQUESE EN EXTRACTO
POR CUENTA DEL INTERESADO

'Tlrmadu} JORGF 'CHOC .‘\]R SANTIBA\J:.L sU BSE(,RETARIU DE PESCA
Lo que transcribo a Ud., para su conocimiento.

Saluda dtv:ntameme ald.,
L "}.
! B, .{-‘-
*.i“’xxg:,
:l.. A
GINO BOLLA CHOY
Jefe Departamento Administrativo (S)
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ANEXO 3: DESCRIPTIVOS DE LONGITUD Y PESO DE MUESTRAS
ANALIZADAS, PROYECTO FIP N°2008-39.

Distribucion de frecuencia de tallas

En el recurso loco los ejemplares muestreados presentaron una distribucién normal con una
moda centrada entre los 81 y 90 mm de longitud peristomal, lo que correspondi6 al 24.4% del

total, al analizar el porcentaje de ejemplares sobre la talla minima legal de extracciéon (90 mm),
se detect6 un valor igual a 46.5% (Fig. 1).
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Figura 1: Distribucién de frecuencia de longitud peristomal en el recurso loco (Concholepas
concholepas), proyecto FIP2008-39.

Para el locate el 85% de los especimenes colectados para los analisis se encontraban sobre la
talla minima legal de extraccion (55 mm), la distribucion de frecuencia de longitudes se observéd
normal y cuya moda se ubico en el rango de 61 y 65 mm de longitud total (Fig. 2).
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Figura 2: Distribucién de frecuencia de longitud total en el recurso locate (Thais chocolata),
proyecto FIP2008-39.
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En el recurso erizo los individuos muestreados mostraron una distribuciéon normal, cuya moda
estuvo entre los 71 y 80 mm de diametro, lo que concernié al 28.0% del total, al examinar el

porcentaje de ejemplares bajo el diametro minimo legal de extraccién (70 mm), se detectd un
valor de 19.5% (Fig. 3).
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Figura 3: Distribucion de frecuencia de diametro en el recurso erizo (Loxechinus albus), proyecto
FIP2008-39.

En el caso del recurso pulpo, la norma sefala que la medida de tamafio minimo dice relacién
con el peso, siendo esta igual 1000 gramos de peso total y se pudo detectar que el 63% de los
ejemplares colectados para el estudio se hallaban sobre el peso minimo legal de extraccién, la
distribucién de frecuencia de peso se observo con una leve asimetria hacia pesos mayores y
cuya moda se ubico en el rango de 751 y 1000 gr de peso total (Fig. 4).
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Figura 4: Distribuciéon de frecuencia de peso en el recurso pulpo (Octopus mimus), proyecto
FIP2008-39.

Relaciones longitud vs peso total

Las relaciones longitud (total, peristomal, didmetro o longitud dorsal del manto) segun sea el
recurso, vs peso total se ajustaron mejor al modelo curvilineo del tipo potencial, excepto para
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el recurso pulpo, en donde la longitud dorsal del manto vs peso total, lo describe mejor el
modelo lineal (Fig. 5, 6, 7 y 8).
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Figura 5: Relacion longitud peristomal vs peso total para el recurso loco (Concholepas concholepas)
para las areas de manejo de la zona norte de Chile, proyecto FIP2008-39.
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Figura 6: Relacion longitud total vs peso total para el recurso locate (Thais chocolata) para las
areas de manejo de la zona norte de Chile, proyecto FIP2008-39.
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Figura 7: Relaciéon diametro total vs peso total para el recurso erizo (Loxechinus albus) para las
areas de manejo de la zona norte de Chile, proyecto FIP2008-39.
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Figura 8: Relacién longitud dorsal del manto vs peso total para el recurso pulpo (Octopus minns)
para las areas de manejo de la zona norte de Chile, proyecto FIP2008-39.
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ANEXO 4: PROGRAMA DE TALLER DE DISCUSION Y DIFUSION

Caracterizacion molecular de los principales recursos bentdénicos, y

estudio de conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones
Proyecto FIP 2008-39

Programa Taller de Discusion y Difusion
Concepcién, 18 de mayo de 2010

09:30 — 09:45 Presentacion del Proyecto.
Ricardo Galleguillos, Unzversidad de Concepeion.

09:45 — 10:00 Disefio de Muestreo y Marcadores Moleculares: Consideraciones
sobre el Tamafio, Area y Periodo de Muestreo.

Pedro Pizarro, Universidad Arturo Prat.

10:00 — 11:15 Metodolégica: Desarrollo y Obtencion de loci microsatélites para
cada una de las especies, como herramienta para la evaluacion de
conectividad.

Patricia Beristain, Unzversidad de Ios 1agos.

Myriam Valenzuela, Universidad de Concepcion.

Cristian Canales, Universidad de Concepcion.

Andrea Barrera, Universidad de Concepeion.
11:15 - 11:30 Café

11:30 — 11:45 Resultados: Aproximaciones estadisticas para el analisis de loci
microsatélites y conectividad.

Sandra Ferrada, Universidad de Concepcion.
11:45 — 12:30 Discusion y Recomendaciones.
Universidad de Concepcion
Universidad de 1 os 1.agos

Asistentes
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ANEXO 5: MANUSCRITO EN INGLES PARA DIVULGACION CIENTIFICA.

El presente escrito al momento de este Preinforme Final del Proyecto FIP2008-39 esta bajo
revisioén por la editorial de la revista.

Otros manuscritos estan siendo elaborados por el grupo de investigacion para ser presentados
en revistas en pro de la divulgaciéon de los resultados a la comunidad interesada, y la
divulgacién del Fondo de Investigaciéon Pesquera.
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Running title: Microsatellite markers in Thais chocolata
Abstract

Eight highly polymorphic microsatellite markers were isolated and characterized for Thais
chocolata a gastropod mollusk distributed in the Northern Chile. Markers were tested in 20
individual samples from a single wild population and the number of alleles ranged between 9
and 29. Observed and expected heterozygosities ranged from 0.200 to 0.950 and 0.794 to
0.953, respectively. Significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were found in five
microsatellite loci. These markers will be useful for further ecological and populations genetic
studies in Chilean rock shell.

Thais chocolata (Duclos, 1832) is a gastropod mollusk distributed along the Pacific coast
specifically from Paita in Peru to Valparaiso in Chile. This benthonic resource is economically
important in the Northern Chile with an historical fisheries production volume of 8,244 t in
1986 as well as ecologically interesting due to its extended free larval phase of four months and
high potential for larval dispersion which implies its effect on recruitment and population
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dynamics (Romero et al. 2004). Population dynamics have been evaluated only through
morphological parameters (Miranda 1975) however to date not exist reports about population
dynamics at genetic level. In this study, we described 8 new specie-specific microsatellite loci
developed for T. chocolata for to be used in future studies of populations genetic.

A genomic library was constructed of DNA isolated from a nine individual of T.chocolata
from north Chile using a standard phenolchloroform extraction method. Restricted DNA
fragments were enriched for four common microsatellite motifs ATG, CAG, CAGA and
TAGA by Genetic Identification Services. Fragments of 350-700 bp were ligated in to the
Hind III site of the pUC19 plasmid. Ligation products were introduced into Escherichia coli
strain DH5a (ElectroMAX, Invitrogen) by electroporation. After the transformation and
recovery incubation in SOC broth (Invitrogen), 20% of glycerol was added to the final volume.
Plating of 5 uL. of this product produced between 100 and 300 recombinant colonies (more
than 10 000 recombinant cells/mL). Bluo-gal/IPTG/ampicillin-LLB agar plates were used to
isolate colonies for sequencing. For this, white colonies from spread stock plates were
transferred in to a new BIA-LB agar plate and then incubated overnight at 37 °C in 96-well
block using 2X 1b broth Plasmid DNA was purified using Millipore Multiscreen MAFB NOB
plates. A two-step 10-pL. polymerase chain reaction (PCR) was performed to sequence the
clones using M13 primers. The first step was to prepare a PCR mix with 1X PCR buffer, 3mM
MgCl2, 0.3mM of dN'TP mix, 1.5 uM of each primer, 0.0042 mg/ml of RNase and 4 pL of a
picked colony, which was set to 100 °C for 10 min to lyse the bacteria and then at 37 °C to
soak. The second step was to add 5 puL. of a hot-start solution (1X PCR buffer and 0.075 U/uL
of BIOLASE DNA polymerase) to the prepared mix and place it in the thermocycler for 21
cycles (94 °C for 30 s, 57 °C for 30 s and 72 °C for 30 s) with a final extension step at 72 °C
for 2 min. DNA sequencing was performed in an Applied Biosystems Model 377 DNA
sequencer using DYEnamic ET terminator cycle sequencing kit (Amersham Biosciences).
Sixty-six primers were designes using DesigerPCR, version 1.03(Research Genetics, Inc.).
Finally, only eight PCR primers were successfully amplified. (Table 1). Amplification of
microsatellite loci were performed in a 12.5 pL. reaction containing 1X PCR Buffer, 0.2 mM of
dNTP Mix, 0.2mg/mL of BSA, 0.125 mM of forwatrd primers labelled in 5° end with M13,
0.5mM of reverse primers, 0.5 mM of primers M13 labelled in 5 end with HEX or FAM, 0.04
U/mL of Taq DNA polymerase (Kappa Biosystem) and 13ng/ml. of template DNA. The
cycling conditions were 3 min at 94 °C, 35 cycles of 40 s at 94 °C, 40 s at the annealing
temperature listed in Table 1 and 30 s at 72 °C, final extension of 4 min at 72 °C. PCR
products with primers fluorescent labeled were run in a Applied Biosystem Model ABI3730XL
with a standard size marker 400HD. We characterized the polymorphism of each marker in a
sample of 20 individuals from the locality of Pisagua, Chile.

Alleles were scored using GeneMarker v1.35 (SoftGenetics, LLC). We first checked for the
potential presence of null alleles using MicroCheker V2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). The
allelic richness (Ra) was obtained using FSTAT v2.9.3 (Goudet 1995). The number of alleles
(Na), the expected (He) and observed (Ho) levels of heterozygosity and Hardy—Weinberg
equilibrium were obtained using Arlequin v3.11 (Schneider et al. 2000).
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Allele
Locus Repeat Motif Primer sequence (5°- 3°) Genbank (Eé) range Na Ra Ho He H&W
(pb)
F: TCTCCAATGTTCTTCCATCGTA
Tcho 1 (ATG),, R: TCATCAGGTTCTGGTTGTCTG 58 234-315 18 18 0.950 0.953  0.896
F: CGGAGTTCTAGCTGAGAAATAG .
Tcho 2 (CATC), R T GGGTGTGTACTGACATG 55%  138-214 12 12 0300 0.907  0.000f
Tcho 3 (GT),(CT),(GT),CT(GT),, E ?ggé?é%gﬁ?g?&%ﬁ GC 50 151-181 13 13 0.800 0.891  0.140
F: GAACAAGATGGGCCGTGT
Tcho 4 (TGAA),, R: GGATGGAGGGTTTGATTAA 522 119-159 9 9 0900 0.794  0.082
Tcho 5 (TAGA);NL(TAGA),, E %TG(:JFATI;‘;TA(;CTG?}%SS éé ggﬁ;;} C 56 145-269 17 17 0450 0.935 0.000f
F: GCCATCCCTCTCTCTCAC .
Tcho 6 (CA);, R TAAGCTCTTGTCACCAGG 61* 190-242 19 19 0.600 0.938  0.014f
F:GGAACTAGTTGTCAGGTCTTC
* -
Tcho 7 (GATA), R: ATATTGCCAGCGCAGTGAC 57 113-225 14 14 0350 0.920  0.000f
Tcho 8 (CA),;AA(CA), F: CTCACTCTGCCAATGATACTG 57 248-318 15 15 0.200 0.920  0.000%

R: AGGCAAGCAATAACTCTATGAC

Table 1 Characteristics of the microsatellite loci isolated for the Chilean rock shell (Thais chocolata).

*Possible presence of null alleles; {Statistically significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.05); Ta, primmer annealing

temperature; Na, number of alleles; Ra, alleles richness; Ho, observed heterozygosity and He, expected heterozygosity.

123



Informe Final FIP N°2008-39 “Caracterizacion molecular de los principales recursos bentonicos, y estudio de
conectividad entre sus poblaciones entre la I y II regiones”.

The number of alleles per locus ranged from 9 to 19. Null alleles may be present at five loci, as
suggested by the general excess of homozygotes (Table 1). Values of observed ranged from
0.200 to 0.900 and expected heterozygosity range from 0.794 to 0.953. Only, loci Tchol,
Tcho2 and Tcho4 showed significant deviation from Hardy—Weinberg equilibrium (P < 0.05).
These eight microsatellite loci are the first developed for T. chocolata.

Acknowledgments This work forms part of the FIP 2008-39 project.
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ANEXO 6: DESCRIPCION DE LA BASE DE DATOS.

Columna A: “ESPECIE”, se refiere a la especie identificada con su nombre comun.

Columna B: “LOCUS”, se refiere a cada microsatélite utilizado para los analisis. Cada
microsatélite comienza con un acréonimo (i.e. CclA: corresponde a Concholepas concholepas); para
el recurso erizo el acrénimo es Sea (l.e. Sea urchin), para el recurso Locate el acronimo es
Tcho (i.e. Thais chocolata) y para el recurso Pulpo (i.e. Ovtopus mimus).

Columna C: ALELO, Se refiere a las diferentes variantes genéticas encontradas en cada loci
microsatelite. Estas variantes genéticas corresponden al tamafio del alelo expresado en pares de
bases nucleotidicas.

Columna D: CLUSTER 1, Se refiere a las frecuencias alélicas de cada alelo para el Cluster 1.

Columna E: CLUSTER 2, Se refiere a las frecuencias alélicas de cada alelo para el Cluster 2.

Columna F: CLUSTER 3, Se refiere a las frecuencias alélicas de cada alelo para el Cluster 3.
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