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RESUMEN

- Una parte importante de la economia del pais se basa en la explotacion de los recursos pesqueros
y de la acuicultura. Sin embargo, el conocimiento biologico de estos recursos y particularmente el genetico
es muy reducido O inexistente en algunos casos. Si se quiere continuar explotando dichos recursos de
manera sostenida, asi como también llevar a cabo una acuicultura sustentable, es de urgente necesidad
conocer el estatus genético de las poblaciones naturales, especialmente de aquellas que estan siendo
explotadas comercialmente. La principal causa del atraso en la implementacion de medidas apropiadas de
conservacion a nivel de recurso genético parece ser el desconocimiento de las implicancias que revisten los
estudios basicos de genética poblacional (estructura genética, identificacion de poblaciones y stocks), que
constituyen uno de los indicadores méas importantes del impacto de las actividades de la pesqueria, la
acuicultura y de las acciones de restauracion, incluyendo la repoblacion, en las poblaciones naturales
sometidas a manejo y conservacion.

En este contexto, este estudio tuvo objetivo el contribuir al conocimiento del estatus genético de dos
de las principales especies de moluscos sometidas a pesqueria intensiva en nuestro pais. Usando
herramientas biotecnoldgicas se logro caracterizar a nivel genético poblacional las especies erizo rojo
(Loxechinus albus) y loco (Concholepas concholepas) a lo largo del litoral de nuestro pais. De este modo,
utilizando las técnicas de electroforesis aloenziméatica y analisis de ADN utilizando RAPDs, se analizé un
total de 13 y 12 muestras de 100 individuos cada una por especie, lograndose conocer los niveles de
variabilidad genética, flujo de genes y el grado de diferenciacion poblacional presente en los individuos
muestreados.

Este constituye el primer estudio de este tipo realizado en el recurso erizo, en el cual la estructura
genética poblacional y la variabilidad genética intra e inter-poblacional se analizo utilizando la variacion
electromorfica de 6 sistemas enzimaticos codificados por 6 loci genéticos supuestos y 36 loci utilizando
partidores RAPDs. La informacion mas relevante obtenida de este estudio es que a pesar de su amplia
distribucion geografica L. albus se comporta como una sola gran unidad poblacional panmixica, tal como se
sugiere para especies que no evidencian diferenciacion interpoblacional ni subdivision intrapoblacional. A
partir de las asociaciones entre las poblaciones de L. albus basadas en las distancias genéticas Nei se
observan dos ramificaciones principales: una constituida por poblaciones al norte del Canal de Chacao (con
la excepcion de Pto. Aysén) y otra con poblaciones al sur de este canal, lo cual podria indicar que la
dispersion larval a través de las corrientes costeras podria verse interrumpida por el flujo y reflujo de las
mareas a través de este hito geografico y por las corrientes y vientos predominantes.

En el caso de C. concholepas, existian reportes contradictorios de la estructura genético
poblacional. Como resultado del analisis utilizando la variacion electromorfica de 7 sistemas enzimaticos
codificados por 7 loci genéticos supuestos y 33 loci utilizando partidores RAPDs, se obtuvieron resultados
similares a los encontrados en el recurso erizo, concluyéndose que las muestras obtenidas del recurso loco
también pertenecen a una sola gran unidad poblacional panmixica. Debido a la fuerte presion antropica
ejercida sobre las poblaciones de loco en las Ultimas décadas, este recurso podria haber experimentado en
algiin momento un cuello de botella poblacional que daria cuenta de la deficiencia de heterocigotos y la alta
similitud genética interpoblacional encontrada.
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La relevancia que este tipo de estudios tiene queda de manifiesto al ver los resultados obtenidos
para la estructura genético poblacional de ambos recursos, ya que es muy bien conocido en la literatura
internacional que el manejo de una especie de valor comercial, debe sin lugar a dudas, contemplar la
variabilidad genético-poblacional bajo condiciones naturales (y de explotacion) y bajo el supuesto que las
variantes alélicas son adaptativas. De esta forma, una potencial reduccion de la variabilidad genética debido
a una extraccion indiscriminada (sobre-explotacion), 6 un plan de manejo inadecuado, puede resultar en la
incapacidad, por parte de los organismos que componen esas poblaciones naturales, de responder a
cambios ambientales futuros.

El conocimiento de la variabilidad genética de un recurso (intra e inter-poblacional), permite estimar
el estado de conservacion genética del recurso a lo largo de su distribucion geogréfica, permitiendo tomar
decisiones adecuadas para correctos planes de manejo, repoblamiento y/o cultivo del recurso.
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1. CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS DEL PROYECTO

1.1 BREVE DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS
a) Caracterizacion genético poblacional de Loxechinus albus

El polimorfismo estimado en Loxechinus albus concuerda con los patrones registrados en otras
especies de invertebrados marinos (47,05 %). Por su parte la variabilidad genética expresada como
heterocigosidad fue como promedio general de 32 %, también dentro del rango para los organismos
marinos. Los resultados de la prueba de heterogeneidad interpoblacional estarian indicando que las
diferencias en la estructura genética de las poblaciones de erizo, no son significativas, a pesar de las
distancias geogréaficas que las separan y de las diferencias ambientales. Ello se ve corroborado a través de
los valores de Fst que predice que solo el 4.07 % de la varianza en las frecuencias alelicas se debe a
diferencias inter-poblacionales. Al estimar el flujo génico (Nm), su combinacion de parametros indica la
fuerza relativa del flujo génico y deriva génica. Como Nm es mayor a 1 (5,93), la deriva génica es incapaz de
producir diferenciacién poblacional. Esta afirmacion se apoya en la evidencia de altos valores de identidad
genética entre poblaciones de erizo analizadas. El valor estimado de Nm, indica que el nimero de migrantes
por generacion entre las poblaciones muestreadas es de 6 individuos aproximadamente. Considerando que
se trabajo con 100 individuos como promedio por localidad, el nimero de migrantes corresponde
aproximadamente al 6% por generacion.

A pesar de su amplia distribucion geografica L. albus se comporta como una sola gran unidad
poblacional panmixica. Segin los valores de Fis registrados, se observa un exceso significativo de
homocigotos en todos los loci de las 13 poblaciones, tal como se evidencia por los valores del indice de
deficiencia de heterocigotos (d). El indice de fijacion Fst indica que la subdivision poblacional es muy baja,
debido a que no se evidencian variantes alélicas fijadas alternativamente en diferentes poblaciones. En base
a estos resultados las bases para el manejo del recurso debe considerar esta especie como genéticamente
homogénea a lo largo del litoral chileno.

b) Caracterizacion genético poblacional de Concholepas concholepas

La variabilidad genética en C. concholepas, expresada como heterocigosidad, alcanzé un valor
promedio de 0,442. Este valor es alto comparado con otros gastropodos, como Haliotis discus (Ho = 0,123),
Patella aspersa (0,220) y otros estudios de C. concholepas (0,065 y 0,122). Sin embargo, no existe una
respuesta o modelo Unico que puedan explicar estos valores.

Los resultados de las estadisticas F indican una marcada homogeneidad genética. El bajo valor
promedio de Fst (0,065) implica una baja subdivision poblacional ya que sélo el 6,5% de la varianza en la
frecuencia génica es atribuible a las diferencias entre muestras. Segun los valores de Fis registrados, se
observa un exceso significativo de los homocigotos, que podria deberse a la remocion selectiva de
individuos de genotipos heterocigotos que presentan una mayor tasa de crecimiento.

El flujo génico (Nm) indica que 3,5 individuos son intercambiados entre las distintas localidades por
generacion (un valor de Nm > 2 evitara la diferenciacion solo por deriva).
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Los datos evidencian que no existen poblaciones genéticamente diferentes y que las muestras han
sido reclutadas desde una sola gran unidad poblacional panmixica.

La tasa de migracion entre las localidades enfatiza la eficiencia de la dispersion larval para
asegurar, que los mismos alelos, a pesar de la presion selectiva de la pesqueria del recurso, sean
compartidos por los stocks de reproductores a través del tiempo evolutivo. Sin embargo, la dispersion larval
y el posterior asentamiento al azar que favorecerian el patron macrogeografico de homogeneidad genética
se contrapone con la distribucion no al azar de genotipos segun lo indicado por la existencia de asociacion
entre distancia geogréfica y genética (test de Mantel). A pesar de ser una gran unidad poblacional
panmictica, la existencia de una correlacion entre distancia genética y distancia geogréfica y la existencia de
al menos tres agregados poblacionales, permite proponer que estos agregados sean considerados como
unidades independientes para el manejo del recurso.

c) Caracterizacion genética de los reproductores y las cohortes de juveniles de L. albus producidas
en ambiente controlado.

Una muestra de 110 individuos producidos bajo condiciones controladas de hatchery fue obtenida

desde el Centro Tecnologico para la Acuicultura Putemin (IFOP). Estos individuos fueron producidos en
agosto de 1997 y mantenidos en crecimiento en cajas de cultivo suspendidas en long-lines, debidamente
identificados segun su batch de procedencia. Se utilizaron 13 reproductores como parentales para la
produccion de estos juveniles, los cuales provenian de una muestra de individuos colectados en la localidad
de Carelmapu (X region), de modo que se obtuvo una nueva muestra de esa misma localidad para efectuar
las comparaciones del estatus genético de individuos de banco natural y de hatchery.
Los resultados en L. albus, al comparar la poblacion donde se obtienen los reproductores a utilizar en el
hatchery (Carelmapu) y los individuos producidos en el hatchery permiten establecer que el nimero de
alelos es el mismo, solo que el alelo D en el sistema enzimatico GPI observado en los juveniles, no aparece
en los individuos de la poblacion de Carelmapu, a su vez el alelo C para el mismo sistema enzimatico se
observo en la poblacion natural, pero no en los juveniles. Ello podria deberse a la reduccion de las presiones
selectivas en el hatchery en comparacion a la poblacion natural. EI promedio de alelos por locus (2,83), se
mantiene en los juveniles y en los reproductores de L. albus en este anélisis. A pesar de estos cambios en la
frecuencia alélica entre los juveniles y reproductores, se observd el mismo grado de heterocigosidad
observada (0,360) en ambos grupos de L. albus, lo cual indica que la heterocigosidad es menos sensitiva
que la frecuencia alélica a cambios en los stocks.

También se observd una mayor proporcion de heterocigotos en el grupo de juveniles provenientes de
hatchery en comparacion a la poblacion de reproductores. La poblacion natural de L. albus de Carelmapu
exhibe una deficiencia de heterocigotos significativa en todos los loci analizados, lo cual esta de acuerdo con
lo observado por otros autores en otros invertebrados marinos, mientras que el 50% de los loci estan en
equilibrio Hardy-Weinberg en el grupo de juveniles producidos en el hatchery.

d) Evaluacion del tipo de impacto de las producciones de hatchery sobre la estructura genética de
las poblaciones naturales

La mantencion de la diversidad genética es la meta mas importante en el contexto de la conservacion de las
poblaciones naturales. Algunas de las formas de manipulacion que pueden producir pérdidas de la
diversidad genética en el recurso erizo son las reproducciones bajo condiciones controladas y el posterior
repoblamiento con estos individuos producidos artificialmente. Ambas actividades se desarrollan
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actualmente a nivel piloto en nuestro pais y aunque son generalmente reconocidas como amenazas, son
insuficientemente consideradas en el manejo de las poblaciones naturales.

La evaluacion del impacto a partir de las muestras analizadas en este estudio puede ser calificado de neutro,
al analizar diferentes criterios de medicion de la diversidad genética como los son la heterocigosidad, la
riqueza de alelos (o numero de alelos) y el grado de diferenciacion entre poblaciones. Al analizar la
heterocigosidad observada, ésta no presenta cambios entre las muestras de poblacion natural y de hatchery,
observandose lo mismo con la riqueza de alelos o numero de alelos. Sin embargo, se observa un cambio en
las frecuencias alélicas, desapareciendo una variante alélica y apareciendo una nueva, lo cual seria un
impacto negativo si se tratara de una especie con poblaciones adaptadas localmente, donde el resultado
inmediato de la introgresion seria la ruptura de complejos génicos coadaptados, con una consecuente
reduccion en la aptitud reproductiva en los descendientes. Este no es el caso del erizo, cuya estructura
genética poblacional corresponde a una de tipo panmictica sin subdivision poblacional y si ademas la
comparacion se extiende a las demas muestras de poblaciones naturales analizadas, en éstas se observan
variantes alélicas similares a las observadas en la muestra de hatchery. Finalmente, al analizar la
diferenciacion genética en el anélisis de cluster de UPGMA, las poblaciones mas idénticas geneticamente
corresponden precisamente a las muestras de hatchery y de Carelmapu, lugar de origen de los
reproductores

e) Catastro de la caracterizacion genética poblacional de los recursos bajo estudio como referencia
para futuras investigaciones

La informacion genética a nivel poblacional obtenida en este proyecto y presentada en detalle en la seccion
5. Resultados del Proyecto (numero de alelos, heterocigosidad observada, distancias genéticas, entre otras),
constituye el catastro de la caracterizacion genética de las especies bajo estudio a lo largo del litoral chileno
y a su vez, constituyen la linea base que servira como referencia para futuras investigaciones que deseen
conocer si las actuales medidas de manejo aplicadas a estas especies estan siendo las adecuadas para la
mantencion de los actuales niveles de diversidad genética, principal meta en el contexto de conservacion de
los recursos.

Por tal razdn, es importante también que las metodologias aplicadas sean replicables, razon por la cual los
aspectos metodoldgicos del proyecto constituyen un capitulo amplio y detallado.

12 BREVE DESCRIPCION DE LOS IMPACTOS DEL PROYECTO

Cuando las poblaciones naturales son afectadas por condiciones ambientales desfavorables,
pueden reducirse drasticamente en niimero y corren el riesgo de extinguirse. Si la reduccion es severa, la
poblacion experimenta un “cuello de botella” demografico. Durante este episodio las poblaciones mostraran
bajos niveles de heterocigosidad y una alta similitud genética. Debido a la fuerte presion antropica ejercida
sobre las poblaciones de erizo y loco durante la Gltima década estos recursos podrian haber experimentado
en algin momento un cuello de botella poblacional que daria cuenta de la deficiencia de heterocigotos y la
alta similitud genética interpoblacional encontrada.

Los individuos genéticamente mejor adaptados poseen un mejor desarrollo ontogénico (altas tasas
de crecimiento, fecundidad, fertilidad etc). Producto de la alta extraccion de erizos, se esta ejerciendo una
seleccion artificial sobre ellos, eliminandose de las poblaciones aquellos individuos mejor adaptados
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(heterocigotos con mayor tasa de crecimiento) (Beaumont & Hoara, 2003). A largo plazo, las poblaciones
estaran constituidas cada vez mas por individuos con menores capacidades adaptativas, dejando
descendientes biologicamente inferiores, distribuidos en habitats fragmentados posibilitando la extincion
local.

A base de los resultados obtenidos, las bases para el manejo del recurso deben considerar las
especies en estudio como genéticamente homogénea a lo largo del litoral chileno. Sin embargo, se debe
tener presente que a pesar de los bajos niveles de diferenciacion poblacional encontrados en ambos
recursos, fue posible detectar clusters de los andlisis de distancias genéticas que darian cuenta de un
quiebre a nivel del Canal de Chacao en el caso de erizo, donde se podria hablar de poblaciones al norte y al
sur de este Canal. En el caso del loco, la presencia de tres clusters (extremo sur, sur, y norte-centro) permite
proponer que estos agregados sean considerados como unidades independientes para el manejo del
recurso.

La relevancia que este tipo de estudios queda de manifiesto al ver los resultados obtenidos para la
estructura genético poblacional del recurso L. albus y C. concholepas, ya que es bien conocido en la
literatura internacional que el manejo de una especie de valor comercial, debe sin lugar a dudas, contemplar
la variabilidad genético-poblacional bajo condiciones naturales (y de explotacion) y bajo el supuesto que las
variantes alélicas son adaptativas. De esta forma, una potencial reduccion de la variabilidad genética debido
a una extraccion indiscriminada (sobre-explotacion), 6 un plan de manejo inadecuado, puede resultar en la
incapacidad, por parte de los organismos que componen esas poblaciones naturales, de responder a
cambios ambientales futuros.

El conocimiento de la variabilidad genética de un recurso (intra e inter-poblacional), permite estimar
el estado de conservacion genética del recurso a lo largo de su distribucion geografica, permitiendo tomar
decisiones adecuadas para correctos planes de manejo, repoblamiento y/o cultivo del recurso.
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3. ASPECTOS METODOLOGICOS DEL PROYECTO

Se adjunta un Glosario para el mejor entendimiento de la técnicas y los métodos descritos:

GLOSARIO

10.

1.

12.

13.

14.

Acido nucleico: ver ADN.

ADN: &cido presente en todas las células, es el material hereditario que contiene toda la informacion
genética. Al enrollarse con ayuda de las proteinas llamadas histonas, forma los cromosomas.

ADN gendmico: ADN cromosomico nuclear que ha sido aislado directamente de células o tejidos.

Alelo: cada una de las formas en que puede presentarse un gen en un determinado locus de cromosomas
homaélogos.

Aloenzimas (isoenzimas): diferentes formas de una enzima producida por variacion genética en la
codificacion del locus para esa enzima.

Amplificacién: aumento del nimero de copias de una secuencia de ADN, bien mediante un proceso
biologico en la célula, o bien mediante técnicas de laboratorio.

Dendrograma: ilustracion en forma de arbol, usada para mostrar el parentesco genético entre diferentes
poblaciones o taxas.

Deriva génica: consiste en cambios en las frecuencias génicas debidos a que los genes de una generacion
dada no constituyen una muestra representativa de los genes de la generacion anterior.

Distancia genética: una de las varias medidas del grado de diferenciacion genética entre poblaciones,
basada sobre las diferencia en frecuencias alélicas

DNTP’s: mezcla de desoxinucledtidos trifosfatos(dATP, dGTP, dCTP y dTTP), usada en el PCR.
Dominante: rasgo fenotipico (y el alelo que lo determina) que se expresa en un individuo heterocigoto.
EDTA: Acido Etileno Diamino Tetracético.

Eletroforésis: Método empleado para separar una mezcla de moléculas grandes, tales como fragmentos de
ADN o proteinas, haciendo pasar una corriente eléctrica a través de un gel que contiene las muestras que se
desean separar. En un campo eléctrico, las particulas cargadas se mueven a distintas velocidades,
dependiendo de su relacion carga/masa.

Equilibrio Hardy-Weinberg: establece que en una poblacion suficientemente grande, en la que los
apareamientos se producen al azar y que no se encuentra sometida a mutacion, seleccion o migracion, las
frecuencias génicas y genotipcas se mantienen constantes de una generacion a otra, una vez alcanzado un
estado de equilibrio que en loci autosomicos se alcanza tras una generacion.

9
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24,

25.

26.

2

28.

29.

Ethidium bromide: colorante que fluoresce cuando se encuentra unido al ADN de doble cadena.

Frecuencia alélica: proporcién de copias de un gen en una poblacion. La frecuencia génica o frecuencia
alélica consiste en la proporcion de cada alelo en un locus dado en una poblacion especifica.

Frecuencia genotipica: proporcion de un genotipo en una poblacion.

Flujo génico: es el proceso de ftransferencia de genes de una poblacion a otra, o entre dos o mas
poblaciones, e implica la dispersion de nuevas variantes genéticas entre poblaciones diferentes. Se suele
estudiar en términos de una o mas poblaciones "donantes" y una "receptora” cuyas frecuencias génicas son
funcion de las frecuencias génicas de los donantes y la proporcion de migrantes de las poblaciones donantes.
Constituye, junto con la mutacién, la manera en la cual son introducidos nuevas variantes genéticas en una
poblacion.

Gen: unidad de herencia que ocupa una posicion concreta en el genoma (locus) y esté constituido por una
secuencia de ADN que codifica un ARN funcional.

Genotipo: Conjunto de la informacion genética que porta un individuo en uno o més loci.
Heterocigotos: codificacion para dos alelos diferentes en un locus.
Homocigotos: codificacion para dos alelos idénticos en un locus.

Monomorfismo. Los individuos de una poblacién sin diferencias entre los sexos. También se refiere a una
forma genotipica para una caracteristica.

Locus (plural=Loci): Posicion que ocupa un gen en el cromosoma

Marcadores moleculares: Un segmento de ADN con una ubicacion fisica identificable en un cromosoma y
cuya herencia se puede rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del ADN sin
funcion conocida. Dado que los segmentos del ADN que se encuentran contiguos en un cromosoma tienden
a heredarse juntos, los marcadores se utilizan a menudo como formas indirectas de rastrear el patron
hereditario de un gen que todavia no ha sido identificado, pero cuya ubicacion aproximada se conoce.

Microsatélites: Son pequefias regiones de ADN que contienen mdltiples copias de secuencias repetitivas
cortas y que se emplean como marcadores genéticos para rastrear la herencia familiar o mapear
enfermedades en el genoma.

Panmixia: Sistema de apareamiento en el que la eleccion de pareja se realiza al azar.

PCR ( polymerase chain reaction): técnica rapida y econoémica para hacer un nimero ilimitado (millones)
de copias cortas (0.1-4.0 kb) de cualquier fragmento del ADN. En otras palabras, es una tecnica para la
sintesis "in Vitro" de secuencias especificas de DNA con la cual la insuficiente cantidad de ADN ya no es un
problema en los procedimientos de Biologia Molecular ni en los procedimientos de diagnéstico basados en el
estudio de DNA. La reaccion en Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticion de un ciclo formado por
tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion y extension.

Polimerasa: Complejo enzimatico que cataliza la sintesis de un poli-desoxirribonucleétido utilizando como
molde un ADN (ADN polimerasa ADN-dependiente) o un ARN (ADN polimerasa ARN-dependiente.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

3¢

38.

39.

Polimorfismo: Locus genético que esta presente en dos o mas alelos distintos, de forma que el alelo méas
raro tiene una frecuencia mayor o igual a 1% (0,01) en la poblacion general.

Pop-Gene: Nombre comercial de programa estadistico usado para estudios de variabilidad genética.

Primer (partidor): Pequefa cadena de nucledtidos a partir de la cual la ADN polimerasa inicia la sintesis de
una molécula nueva de ADN.

RAPDs: Los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA - DNA polimérfico amplificado al azar) son un
ensayo de polimorfismo basado en la amplificacion de segmentos de DNA al azar utilizando varios primers de
secuencia arbitraria.

Recesivo: Es el término aplicado al miembro de un par alélico imposibilitado de manifestarse cuando el alelo
dominante esta presente. Para que este alelo se observe en el fenotipo debe estar presente en doble dosis,
proveniente uno de la madre y otro del padre.

RFLP: polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion. Son las variaciones en las bases nitrogenadas
en el sitio donde una enzima de restriccion corta un segmento de ADN. Estas variaciones afectan el tamafio
de los fragmentos que resultan del corte. Los RFLP se pueden utilizar como marcadores en la construccion
de mapas fisicos y de ligamiento.

Termociclador: aparato en el que se lleva a cabo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR,
cuya caracteristica principal es realizar los ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma
exacta.

Tubos Eppendorf: tubos plasticos autosellables especiales para el aimacenamiento de muestras y uso en
centrifugas

UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic averages. Un procedimiento de aglomeracion el cual
usa la matriz de distancias genéticas para dibujar un dendrograma evolutivo. El principal supuesto de este
método es que la tasa de mutacion es constante para todas las ramas del dendrograma

Variabilidad genética: se refiere a la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de organismos, cuya
base esta en los cromosomas (ADN) y puede ser manipulada por la tecnologia tradicional y moderna
(biotecnologia, ingenieria genética, etc.).

3.1 Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada

3.1.1 Caracterizacion genética poblacional del recurso erizo (Loxechinus albus)

3.1.1.1 Animales experimentales

Muestras de 120 individuos de Loxechinus albus fueron colectadas en 12 localidades del litoral chileno
correspondientes a los principales puertos de desembarque del recurso. Las muestras fueron adquiridas a
pescadores artesanales de cada lugar, quienes, mediante buceo autonomo, muestrearon individuos adultos
de los bancos naturales de los alrededores de cada lugar de desembarque. La totalidad de las muestras del
recurso erizo fueron obtenidas en los periodos de apertura de veda, por lo que en ninguno de los muestreos

1

BID-PI-C-2001-1-M-068 INFORME TECNICO FINAL: CARACTERIZACION GENETICO POBLACIONAL RECURSOS MARINOS PARA LA ACUICULTURA Y LA PESQUERIA



7—\f

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

se requirio el uso del permiso de pesca de investigacion autorizada por la Subsecretaria de Pesca
(Resolucion N° 2891 del 19/12/2002).

Las localidades muestreadas correspondieron a Iquique (Huaiquique), Antofagasta (Punta Angamos), Tomé
(Caleta Tumbes) Valdivia (Morro Gonzalo), Calbuco, Puerto Aysén (Chacabuco), Carelmapu, Hueihue, Isla
Laitec, San Pedro, Isla Guafo y Pta Arenas (Figura 1y Tabla 1)).

La ultima poblacion incorporada al analisis, correspondid a individuos producidos bajo condiciones
controladas en el hatchery del Centro Tecnologico para la Acuicultura Putemun (IFOP). Estos individuos
fueron producidos en agosto de 1997, utilizandose en la reproduccion 3 machos y 10 hembras. El
porcentaje promedio de fecundacion observada fue de un 80% y los cultivos larvales se llevaron a cabo en 6
estanques de 500 litros. Las larvas prismas iniciales fueron 1.8 millones y las larvas premetamorficas
obtenidas alcanzaron a 0,52 millones. Se observo un 18 % de metamorfosis y se estimo la produccion del
batch en 97.000 semillas. Estas fueron mantenidas en crecimiento en cajas de cultivo suspendidas en long-
lines, debidamente identificadas segun su batch de procedencia y alimentadas con macroalgas, segin
disponibilidad de estas en el medio natural. Una muestra de 110 individuos de este batch fueron utilizados
para los andlisis genéticos, teniendo al momento del muestreo la edad de 5 afios y un diametro de testa
entre 45-60mm.

En el laboratorio, a cada individuo muestreado se le asignd un numero correlativo y se registro el diametro
de la testa con calibre vernier precision 1 mm. Muestras de tejido gonadal, intestino y masculo de la lintera
de Aristételes de cada uno de los 120 especimenes de cada localidad fueron congeladas inmediatamente
después de la recoleccion a —197° C para los andlisis de electroforesis enzimética. Para la identificacion de
los marcadores RAPDs, las muestras de 50 individuos de cada localidad, de los tejidos previamente
descritos, fueron fijadas en etanol 95% en tubos Eppendorf® de 1.5 ml y mantenidas a 4°C a la espera de su
analisis. De estos 50 individuos muestreados por poblacion, se tomaron 20 al azar y se les extrajo ADN
nuclear.

3.1.1.2 Analisis de Aloenzimas.

Seis loci polimorficos fueron analizados: phosphoglucomutase (PGM; EC 2.7.5.10), glucose phosphate
isomerase (GPI; EC 5.3.1.9), peptidase D (PEP; EC 3.4.13.9), isocitrate dehydrogenase (ICD; EC 1.1.1.42),
glutathione reductase (GSR; EC 1.6.4.2), esterase (EST; EC 3.1.1.1). Un locus genético fue registrado para
cada enzima, excepto PEP, el cual exhibio dos zonas de actividad en el gel, PEP-1'y PEP-2. Debido a que
PEP-1 fue mayoritariamente monomorfico se utilizd PEP-2 para los andlisis. (Figura 2 a-f)

La electroforesis horizontal fue llevada a cabo sobre geles de almidon (12% almidon Sigma en buffer) de 300
cc. El buffer del gel y electrodo fue Tris — maleico — EDTA, pH 7.4 (0.1 M Tris, 0.1 M &cido maleico, 0.01 M
EDTA, 0.01 M Mg Cl,, agua destilada) para todos los sistemas enzimaticos excepto PEP. Para este locus, el
buffer tanto para el gel como para el electrodo fue Tris — &cido boérico — EDTA, pH 9.0 (0.9 M Tris, 0.5 M
acido borico, 0.02 M EDTA, agua destilada)

El tejido de la gonada de cada erizo fue homogenizado en 30 pul de buffer y luego centrifugado a 10.000 rpm
por 10 min. El sobrenadante fue absorbido en trozos de papel filtro Watman N° 5 (10 x 5 mm?), los cuales
fueron insertados en una incision en un extremo del gel. Una muestra de azul de bromofenol fue aplicada a
cada gel para actuar como marcador.
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Fueron corridas anodalmente 16 muestras, a 105 V a una temperatura de 4° C, hasta que el marcador
migrara 5 cm en el gel (aproximadamente 6 h). En el caso de PEP, el voltaje utilizado fue de 135V por 10 h.

Una vez que la corrida fue concluida, los geles fueron cortados horizontalmente en capas de 3 mm de
espesor. Cada capa fue tefiida para una enzima especifica siguiendo las recetas de Shaw and Prasad
(1970).

El alelo con mas lenta migracion fue designado con la letra A y los subsecuentes alelos de mas rapido
potencial de migracion recibieron la subsecuente designacion alfabética.

Las bandas, correspondientes a los alelos, fueron dibujadas y los geles fueron fotografiados con una
maquina digital (SONY DSC 70) para referencia.

3.1.1.3 Anélisis de ADN utilizando RAPDs
a) Extraccion de ADN

Cada tejido se trozé finamente dejandolo digerir en lysis-buffer (50-mM Tris-HCI (pH 8.0); 1.0% SDS; 25nM
EDTA) con 200 pg de proteinasa K (Sigma) a 37 °C durante 16 horas en una estufa incubadora.
Posteriormente a cada uno de los tubos con la muestra de tejido digerido con proteinasa K, se le adiciono
500 pl de una solucion de fenol-cloroformo-isoamil alcohol (24:24:1). Esta mezcla se agito en un vortex y se
centrifugd a 13.000 rpm durante 15 minutos a 5 °C, para posteriormente sifonear el sobrenadante y
transferirlo a un nuevo tubo Eppendorf® de 1.5 ml previamente autoclavado. Los &cidos nucleicos se
precipitaron con la adicion de 1000 pl de etanol a -20 °C (Toro, 1998), y los tubos se mantuvieron en el
freezer a —20°C durante 20 minutos previo a su centrifugacion a 6.000 rpm por 3 minutos, repitiéndose éste
protocolo de precipitacion.

Luego el sobrenadante se descart, y se adicionaron nuevamente 500 pil de etanol a -20 °C, para luego
centrifugar a 6000 RPM. Luego de este procedimiento de lavado, se procedio a descartar el sobrenadante
por medio de una micropipeta con punta desechable, dejando el pellet de ADN en el fondo del tubo, para
luego colocar los tubos en un concentrador (disecador SAVANT DNA 110) de ADN a 37°C hasta que el
etanol se evaporase completamente. El pellet de ADN extraido se resuspendio (incubando a 60°C por 10
minutos) en 200 pil de agua bidestilada y se almacen¢ a -20°C, hasta el momento de la amplificacion.

Con éste protocolo optimizado, se realizo la extraccion de ADN del tejido de 20 individuos de cada una de
las poblaciones.

b) Amplificacion del ADN

Con el proposito de establecer un nimero de partidores que generaran un polimorfismo molecular
consistente con mas de 30 loci, se trabajo en la optimizacion de las variables para la amplificacion del ADN
para cada uno de los 48 partidores adquiridos (Tabla 2). Fueron ensayados nueve distintos cocktails de
reactivos para la reaccion de amplificacion en el termociclador y distintos programas de amplificacion. Luego
de numerosas y sistematicas pruebas, se seleccionaron tres partidores correspondientes a los N° 3,10y
15., los que presentaron 36 loci (figura 4):
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Partidor N° Secuencia Cocktail de Programa
reactivos termociclador
3 5-CCGGCCCCAA-3’ N° 2 20
10 5-GAGCACGGGG-3 N°7 21
15 5-GCGGCTGGAG-3’ N°7 21

De los nueve distintos cocktails de reactivos para la reaccion de amplificacion en el termociclador, las
reacciones n° 2y n° 7 fueron las utilizadas:

Reaccion 2 Reaccion 7
(25ng) (25 ng)
ADN 1puL ADN 1puL
Buffer 2.5uL Buffer 2.5uL
Mg Cl; 0.75pL Mg Cl, 1.75pL
dNTPs Sul dNTPs 2.5pL
Enzima 0.2 pL Enzima 0.2 pL
Primer 3 pL Primer 4.5 pL
Agua 12.55 pL Agua 12.55 pL

La reaccion fue cubierta con una gota de aceite mineral para evitar evaporacion y colocada en un
termociclador (Amplitron I, Thermolyne Inc). Los protocolos para la amplificacion del ADN en el
termociclador fueron los siguientes:

N° 20:

94 °C por 3 minutos

94 °C por 20 segundos }ciclos

42 °C por 20 segundos

72 °C por 2 minutos y mantenido luego a 4°C

N° 21:

94 °C por 15 segundos

94 °C por 30 segundos }fmiclos

35 °C por 30 segundos

72 °C por 1 minutos y mantenido luego a 4°C
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c) Electroforesis del producto de la amplificacion PCR

La totalidad de los fragmentos de ADN amplificado con los primers utilizados se separaron en geles de
agarosa (SIGMA high resolution) al 1.5% en buffer TBE 0.5X (44.5 mM tris base, 44.5 mM &cido borico, 1M
EDTA pH 8) durante 1h 10 min. a 112 volts. Dos escalas estandar de 1Kb (Life Technologies) se corrieron
en cada uno de los extremos del gel. Luego de la electroforesis el gel conteniendo los fragmentos RAPD fue
tefiido con etidium bromide (geles sumergidos durante 15 a 20 minutos) y previo a un lavado de los geles en
agua, se observaron en un transiluminador de luz UV, donde fueron fotografiados con una camara digital
Sony segun Comesana et al.(1999); Toro (1999).

3.1.2 Caracterizacion genética poblacional del recurso loco (Concholepas concholepas)

3.1.21  Animales Experimentales

Muestras de 110 individuos de Concholepas concholepas fueron colectadas en 12 localidades del litoral
chileno correspondientes a los principales puertos de desembarque del recurso. Las muestras fueron
adquiridas a pescadores artesanales de cada lugar, quienes, mediante buceo autonomo, muestrearon
individuos adultos de los bancos naturales de los alrededores de cada lugar de desembarque. La muestras
del recurso loco fueron obtenidas con el permiso de pesca de investigacion autorizada por la Subsecretaria
de Pesca (extension resolucion exenta N° 333 del 30/01/2004 de la Resolucion N° 2891 del 19/12/2002).

Las muestras fueron colectadas en Mejillones, Coquimbo (Caleta Hornos), Los Vilos (Pichidangui), San
Antonio (El Quisco), Valdivia (Niebla), Maullin, Castro (Dalcahue), Huafo, Corcovado, Quellon, Puerto Ayseén
(Canal Refugio) y Puerto Natales (Figura 4 y Tabla 3). Los ejemplares fueron trasladados vivos en frio hasta
el Laboratorio de Genética Aplicada en Valdivia, dentro de las 12 horas de recolectados. En el laboratorio,
los ejemplares fueron medidos en su longitud peristomal con calibre vernier precision 1 mm. Muestras de
tejido gonadal, hepatopancreas y musculo fueron congeladas inmediatamente después de la recoleccion a -
197° C de cada uno de los 110 especimenes para su posterior anélisis de electroforesis enzimética. Para
los analisis poblacionales con los marcadores RAPDs, se tomaron muestras de tejido del borde del manto de
30 individuos, aproximadamente 200-400 mg de tejido, los que fueron fijados en etanol 95% y mantenidos a
4° C hasta la extraccion del ADN.

3.1.2.2 Anélisis de Aloenzimas

Siete loci polimérficos fueron analizados: phosphoglucomutase (PGM; EC 2.7.5.10), glucose phosphate
isomerase (GPI, EC 5.3.1.9), peptidase D (PEP; EC 3.4.13.9), isocitrate dehydrogenase (ICD; EC 1.1.1.42),
glutathione reductase (GSR; EC 1.6.4.2), esterase (EST, EC 3.1.1.1) y leucine aminopetidase (LAP, EC
3.4.11.1). Un locus genético fue registrado en PGM, GPI, ICD y LAP, mientras que para los restantes tres
loci (PEP, GSR y EST) se observaron dos zonas de actividad en el gel (PEP-1y PEP-2, GSR-1y GSR-2;
EST-1y EST-2) (Figura 5 a-g). Debido a que PEP-2 fue mayoritariamente monomorfico se utilizo PEP-1. Por
el mismo motivo se analizd EST-2 y en el caso de GSR, ambos loci fueron polimorficos, pero por una mejor
resolucion de bandas a través de las poblaciones, se estudié GSR-1.

La electroforesis horizontal fue llevada a cabo sobre geles de almidon (12% almidon Sigma en buffer) de 300
cc. Los distintos buffers y valores de pH determinados para los sistemas enziméticos seleccionados, se
detallan a continuacion:

15

BID-PI-C-2001-1-M-068 INFORME TECNICO FINAL: CARACTERIZACION GENETICO POBLACIONAL RECURSOS MARINOS PARA LA ACUICULTURA Y LA PESQUERIA




7—\f

IFOP

N\

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO / DIVISION INVESTIGACION EN ACUICULTURA

Enzimas Buffers Tejido Voltaje Tiempo (hr)
Est-2 TEC pH 7.1 Hepatopancreas 210 4
led TECpH7.1 Hepatopancreas 210 5
Gpi TEB pH 9.0 Hepatopancreas 200 6
Gsr-1 TEB pH 9.0 Hepatopancreas 200 6
Lap TEB pH 9.0 Hepatopancreas 200 6
Pgm TEB pH 9.0 Hepatopancreas 200 6
Pep-1 TEB pH 9.0 Hepatopancreas 200 6

1. Buffer TEC pH 7.1 (EST, ICD).

Electrodo: 16.35g/1 Tris, 9.01 g/l Acido citrico, 0.46 g/lt Na EDTA.
Gel : 16.35g/1 Tris, 9.04 g/l Acido citrico, 6.9 g/t Na EDTA.

2. Buffer TEB pH 9.0 (PEP, GSR,LAP,PGM,GPI).

Electrodoygel:  10.52 g/l Tris
5.36 g/l Acido Borico
0.276 g/l EDTA

El tejido seleccionado correspondié al hepatopancreas, el cual fue homogenizado en 30 pl de buffer y luego
centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue absorbido en trozos de papel filtro Whatman N° 5
(10 x 5 mm?), los cuales fueron insertados en una incision en un extremo del gel. Una muestra de azul de
bromofenol fue aplicada a cada gel para actuar como marcador.

Fueron corridas anodalmente 16 muestras segin el voltaje indicado en la tabla precedente, a una
temperatura de 4° C, hasta que el marcador migrara en el gel 5 cm.

Una vez que la corrida fue concluida, los geles fueron cortados horizontalmente en capas de 3 mm de
espesor. Cada capa fue tefiida para una enzima especifica siguiendo las recetas de Shaw and Prasad
(1970).

El alelo con mas lenta migracion fue designado con la letra A y los subsecuentes alelos de mas rapido
potencial de migracion recibieron la subsecuente designacion alfabetica.

Las bandas, correspondientes a los alelos, fueron dibujadas y los geles fueron fotografiados con una
maquina digital (SONY DSC 70) para referencia.

3.1.2.3 Analisis de ADN utilizando RAPDs
a) Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN genomico total de un trozo de tejido del borde del manto (50 - 100 mg) fijado previamente
en etanol al 95% y se trozo finamente dejandolo digerir en  lysis-buffer (10 mM EDTA; 10 mM Tris; 20 mM

NaCl pH 8.5) con 50 uL de SDS al 20% y 200 ug de proteinasa K (Sigma) a 55 °C durante 1 hora. Luego se
le adiciond 500 pl de una solucion de fenol-cloroformo-isoamil alcohol (24:24:1). Esta mezcla se agito
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manualmente y se centrifugd a 6500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente
sifonear el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo Eppendorf® de 1.5 ml esteril.

Posteriormente, se le adiciond 50 pL de acetato de sodio 3.0 M pH 5.5 y los &cidos nucleicos se precipitaron
con la adicion de 1000 pl de etanol al 95 % a -20 °C (Toro, 1998). Los tubos se mantuvieron en el freezer a -
20°C por 20 a 30 minutos previo a su centrifugacion a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, luego el
sobrenadante se descarto y se procedio a lavar el pellet con etanol al 70% a -20 °C, para luego centrifugar a

6000 RPM.

Luego de este procedimiento de lavado, se procedié a descartar nuevamente el sobrenadante, dejando el
pellet en el fondo del tubo y colocando los tubo en un concentrador (disecador SAVANT DNA 110) de ADN a
37 °C hasta que el etanol se evaporara completamente. El pellet de ADN extraido se resuspendio
(incubando a 60°C por 10 minutos) en 200 pl de agua bidestilada y se almacené a -20°C, hasta el momento
de la amplificacion.

b) Amplificacién del ADN
Con el propésito de establecer al menos 4 partidores que generen un polimorfismo molecular consistente, se
trabajo con 48 partidores (primers: ver tabla 2) en cada reaccion PCR (para cada ejemplar) con el fin de

evaluar los patrones de banda generados por cada uno de estos marcadores moleculares (figura 6).

Para el procedimiento de amplificacion se establecié el siguiente protocolo:

Partidor N° Secuencia Cocktail de Programa
Reactivos * Termociclador **
10 5-GAGCACGGGG-3° 1 21
15 5-GCGGCTGGAG-3’ 1 21
19 5-CGTCTGCCCG-3’ 1 21
41 5-GCAGGACTGC-3 1 21

** ver seccion 3.1.1.3 (b)

* Reaccion 1
(12.5 ng)
ADN 1pL

Buffer 2.5uL

Mg Cl, 0.75pL
dNTPs 2.5pL
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Enzima 0.2 pL

Primer 1.5 pL
Agua 16.55 pL

c) Electroforesis del producto de la amplificacion PCR

La totalidad de los fragmentos de ADN amplificado con los primers utilizados se separaron en geles de
agarosa (Invitrogen high resolution) al 1.5% en buffer TBE 0.5X (44.5 mM tris base, 44.5 mM acido boérico,
1M EDTA pH 8) durante 1h 10 min. a 112 volts. Dos escalas estandar de 1Kb (Life Technologies) se
corrieron en cada uno de los extremos del gel. Luego de la electroforesis, el gel conteniendo los fragmentos
RAPD fue tefiido con etidium bromide (geles sumergidos durante 15 a 20 minutos) y previo a un lavado de
los geles en agua, se observaron en un transiluminador de luz UV, donde se fotografiaron con una camara
digital segiin Comesania et al.(1999); Toro (1999).

3.1.3 Analisis estadisticos y genéticos
Estos analisis son comunes a las caracterizaciones genético poblacionales de los dos recursos en estudio.
a) Electroforesis enzimatica (Aloenzimas):

El analisis se llevo a cabo utilizando el programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997) que entrega el grado de
polimorfismo, heterocigosidad, frecuencia alélica, genotipica y equilibrio Hardy-Weinberg. También se
cuantifico la relacion entre pares de muestras a través de la distancia genética insesgadas de Nei (1978) y
analisis de cluster (UPGMA). La heterogeneidad de las frecuencias génicas se examind segun Workman y
Niswander, 1970; Hart y Clark, 1989. La subdivision poblacional fue examinada a través del analisis
jerarquico de estructura reproductiva, estadisticas F (Fst, Fit y Fis) (Wright, 1965, 1978), para detectar
diferencias poblacionales derivadas de presiones ambientales diferentes como seleccion y deriva genetica
(Richardson, 1986, Koehn, 1991). La tasa de flujo génico (Nm) fue estimada de la relacion Fst = % (Nm +1).
El modelo utilizado es de "aislamiento por distancia”, en donde los efectos en cada locus serian
independientes ya que existiria una estructura subpoblacional que limita el flujo génico en una localidad en
particular (Richardson, 1983; Richardson et al., 1986).

b) RAPDs:

El analisis para los marcadores RAPD:s se llevo a cabo de la siguiente forma: para cada muestra (individuo -
poblacion), el patron de bandas se determina como presente (1) o ausente (0) para cada unos de los 4
primers a utilizar. Las frecuencias alelicas se generan bajo la asumcion de la proporcion Hardy Weinberg
utilizando la ecuacion 1= p2 + pq+ g2, donde p2 es la proporcion de individuos homocigotos dominantes
(expresando 1's para ambos alelos en un mismo loci, teniendo ambos sitios primer), 2pq es la proporcion de
heterocigotos (expresando un 1y un 0 por cada alelo, teniendo solo uno de los sitios primer), y g2 es la
proporcion de individuos homocigotos recesivos (expresando 0's para ambos alelos en un mismo loci,
faltando en ambos sitios primer). Para realizar los analisis RAPDs se contd con la informacion previa
correspondiente a los resultados de los analisis de electroforesis enzimatica, para determinar si las

poblaciones de L. albus y C. concholepas a analizar se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg. De no
18
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estar las poblaciones en equilibrio HW es necesario incluir el estadistico Fis, una vez llevado a cabo el
anélisis de los datos de electroforesis enzimatica.

Ya establecidos los partidores y optimizadas las condiciones de amplificacion para los marcadores
moleculares RAPDs se llevd a cabo los andlisis para obtener los datos para determinar la siguiente
informacion:

Para cada poblacion: Numero observado de alelos, niumero efectivo de alelos (Kimura & Crow, 1964),
diversidad genética (Nie 1973), Indice de informacion Shannon (Lewontin 1972), nimero de loci polimérficos
y porcentaje de loci polimorficos.

Para todas las poblaciones: frecuencia génica general, flujo génico (McDermott & McDonald, 1993), analisis
de diversidad genética en poblaciones subdivididas (Nie, 1987), identidad y distancia genética (Nie, 1972),
dendrograma de distancia genética entre poblaciones.

Los analisis genéticos se llevaron a cabo en el programa computacional POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997).
c) Test de Mantel

El test de Mantel permite establecer el grado de correlacion entre matrices de comparaciones pareadas de
datos mediante un gran nimero de permutaciones al azar. Se llevo a cabo este test para establecer el grado
de correlacién entre la matriz de distancias geneticas de Nei (1978) y la matriz de distancias geogréficas (en
kilometros) entre localidades. Este analisis se efectud en el programa TFPGA y calcula un indice r de
correlacion entre las matrices y un valor de probabilidad a partir de las permutaciones. Las distancias
geograficas se obtuvieron trazando una linea recta entre las localidades y midiendo en un mapa a escala la
distancia.

3.2 Problemas Metodoldgicos

En general, los problemas enfrentados con la metodologia propuesta corresponden a proceso de ajuste de
las técnicas utilizadas para cada una de las especies estudiadas.

En el caso de la electroforesis enzimética, la visualizacion de los productos enzimaticos se consigue por
métodos histoquimicos que han sido ampliamente publicados. Sin embargo, cada tejido de cada especie
requiere condiciones de pH y de sistemas tampones especificos por lo que solo a traves de pruebas
sistematicas, alternado todas las variables, se puede estandarizar la técnica. Estandarizar la técnica implica
que las diferencias en movilidad de las aloenzimas en el gel se reflejen en patrones de bandas faciimente
interpretables y que estas aloenzimas sean polimorficas, es decir, que sea posible identificar homocigotos y
heterocigotos.

En particular, el recurso L. albus no contaba con informacion previa de este tipo de estudios, por lo que el
proceso de estandarizacion de la técnica se extendio mas de lo esperado. En el caso del recurso loco, a
pesar de existir informacion, en nuestro laboratorio no fue posible replicar de forma inmediata las recetas de
tincion conocidas, tomando mucho mas tiempo del programado la puesta en marcha de esta técnica. En
general, en el caso del erizo se produjo un desfase de tres meses en la actividad de estandarizacion de la
técnica, mientras que en el loco este desfase supero los seis meses.

También, se suma a este desfase, problemas de tipo logistico con la adquisicion y abastecimiento de los
reactivos necesarios para ejecutar la actividad. Por otro lado, la extension de la fase de estandarizacion tuvo
un costo asociado que implico dos solicitudes de reitimizacion para palear el mayor desembolso en
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reactivos. Finalmente, dado estos desfases, se solicitd una extension del periodo del proyecto para la
realizacion de la actividad de difusion de entrega de resultados finales.

La estandarizacion de los protocolos para la identificacion de marcadores RAPDs también presento el mismo
tipo de inconvenientes, los cuales eran mas predecibles que para el caso de las electroforesis aloenzimatica,
puesto que se trata de una técnica mucho mas moderna y de la cual no existe por lo tanto, ningtin tipo de
informacion previa para las especies en estudio. Sin embargo, para la puesta en marcha de esta técnica,
solo se produjo desfase con respecto a lo programado con el recurso erizo.

La técnica de analisis de ADN utilizando RAPDs presenta detractores y defensores y requiere un proceso
largo de estandarizacion puesto que los productos amplificados pueden variar de acuerdo a muchas
condiciones, como la concentracion de los primers, la concentracion de polimerasa, el tipo de polimerasa, la
calidad del ADN, la concentracion de ADN, la concentracién de magnesio y el programa de utilizado para
cada amplificacion, donde se puede variar ademas el periodo de anillamiento, extension y desnaturalizacion.

Una de las principales criticas de la técnica es la dominancia que presentan los RAPDs y se ha sugerido
varias técnicas para descartar este rasgo. Sin embargo, es una técnica ampliamente usada porque a pesar
de sus problemas, los parametros genéticos obtenidos serian bastante similares a aquellos obtenidos con
microsatélites, aloenzimas y RFLP. De este modo, la informacion conjunta aportada por ambas
metodologias, aloenzimas y RAPDs, aplicada al estudio de las poblaciones de los recursos loco y erizo nos
permitieron conocer aspectos importantes de su estructura genética.
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4. ACTIVIDADES Y TAREAS EJECUTADAS

ACTIVIDAD 1: Ajustar las técnicas de electroforesis enziméatica y determinar los marcadores RAPDs a
utilizar para ambos recursos en estudio

Programado:

Estandarizacion de 8 sistemas enziméticos y ajuste y optimizacion de técnicas de extraccion y amplificacion
de ADN de 8 primers.

Ejecutado:

Durante parte del primer y cuarto semestre de ejecucion del proyecto se trabajo en el establecimiento de las
condiciones optimas para obtener los sistemas enzimaticos a utilizar en los analisis genético — poblacionales
de la especie Loxechinus albus (erizo rojo) y Concholepas concholepas (loco) respectivamente. El objetivo
de esta actividad fue la de establecer el numero de sistemas enzimaticos polimorficos con buena resolucion
de sus alelos que permitirian llevar a cabo los anélisis descritos en la metodologia (seccion 3). Los
individuos de L. albus utilizados en las numerosas pruebas preliminares de ajuste y optimizacion, fueron
obtenidos en la localidad de Valdivia, mientras que los de C. concholepas en la localidad de Canal Refugio
(XI region). La fijacion y almacenamiento de los tejidos necesarios para los analisis se describen bajo la
seccion 3 (Metodologia) Los 16 sistemas enzimaticos propuestos en el proyecto, fueron sometidos a
pruebas de distintas condiciones de pH, y de sistemas de tampones. Para cada uno de estos ensayos se
utilizo tres tipos de tejido. Los 16 sistemas enziméticos analizados fueron los siguientes: PGM (2.7.5.1), GPI
(5.3.1.9), ODH (1.5.1.11), XDH (1.2.1.37), PEP (3.4.13.9), ICD (1.1.1.42), GSR (1.6.4.2), EST (3.1.1.1), AAT
(2.6.1.1), ME (1.1.1.40), aGPD (1.1.1.8), LAP (3.4.11.1), MDH (1.1.1.37), ADH (1.1.1.1), GD (1.1.1.49), SOD
(1.15.1.1).

Finalmente se consiguié estandarizar 8 complejos enzimaticos para la caracterizacion del recurso erizo que
correspondieron a phosphoglucomutase (PGM; EC 2.7.5.10), glucose phosphate isomerase (GPI, EC
5.3.1.9), peptidase D (PEP; EC 3.4.13.9), isocitrate dehydrogenase (ICD; EC 1.1.1.42), glutathione reductase
(GSR; EC 1.6.4.2), esterase (EST; EC 3.1.1.1), aspartate aminotransferase (AAT, EC 2.6.1.1) y xanthine
dehydrogenase (XDH; EC 1.2.1.37). Debido al sustancial aumento del costo de los reactivos, desde la
presentacion de la propuesta a la ejecucion (aumento del dolar), los dos ultimos sistemas enzimaticos fueron
descartados de los analisis para ajustarse al presupuesto, aunque al menos dos poblaciones fueron
analizadas para la totalidad de los complejos.

Estos mismos seis complejos mas leucine aminopetidase (LAP; EC 3.4.11.1) fueron estandarizados para
loco, completandose 7 complejos para este recurso.

A pesar de que no se analizaron los 8 complejos programados, el numero de 6 y 7 complejos estandarizados
para erizo y loco respectivamente, se enmarca en el numero de loci frecuentemente reportado en los
trabajos de genética poblacional de organismos marinos y los resultados obtenidos a través de ellos son
representativos para caracterizar los recursos.

Durante los mismos periodos de la ejecucion del proyecto se llevaron a cabo numerosas pruebas para el
establecimiento de las condiciones optimas para la extraccion de ADN nuclear de cada tipo de tejido y de las
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condiciones optimas para la amplificacion (PCR) de los fragmentos de ADN. Una de las primeras actividades
en este contexto fue enviar a confeccionar los 48 partidores de secuencia nucleotida arbitraria que se
propusieron en el proyecto (Tabla 2). Nuevamente, es necesario destacar que en las especies L. albus y C.
concholepas no existe precedente de estudios genéticos de esta naturaleza y por ende se requirio bastante
tiempo para ajustar las técnicas a utilizar.

El procedimiento optimizado para la extraccion de ADN y amplificacion utilizando los distintos partidores, se
logro, luego de numerosas pruebas con cada uno de los tejidos extraidos y que estaban fijados en etanol al
95%. A través de corridas electroforéticas de ADN gendmico en geles de agarosa se determin6 que con el
tejido de gonada de erizo y con el tejido del borde del manto en loco, se lograba una mayor pureza en la
extraccion. A partir de ese momento se trabajé solo con esos tipos de tejido optimizando el procedimiento de
extraccion que se describio en seccion 3. Con el propésito de identificar los partidores a utilizar en el estudio,
fue necesario primeramente contar con muestras de al menos el 50% de las poblaciones involucradas en el
estudio. Ello debido a que estos partidores debian probarse en las distintas poblaciones para determinar su
polimorfismo.

Finalmente se logré estandarizar 3 partidores para L albus y 4 para C. concholepas lo cual dista de lo 8
primers propuestos inicialmente. Sin embargo, mas que el nimero de primers analizados, lo importante es el
niimero de loci analizados y en este sentido se observo un  alto polimorfismo en cada primer (entre 8 y 14
loci), completandose 36 y 33 loci para erizo y loco respectivamente. En este sentido, el namero de loci
analizados con esta técnica supera largamente a la técnica de electroforesis enzimética.

ACTIVIDAD 2: Obtenciéon de muestras de los recursos en estudio y la respectiva fijacion y
almacenamiento de tejidos

Programado:

Obtencion de muestras de erizo de 13 localidades y de loco de 12 localidades, completando un total de 1300
y 1200 individuos muestreados respectivamente. Cada muestra obtenida debera ser rigurosamente
identificada y almacenada a la temperatura adecuada

Ejecutado:

Las muestras adquiridas en cada localidad de muestreo fueron mayoritariamente 110 individuos de ambas
especies, aunque en algunas localidades se obtuvieron 120, lo cual super6 lo programado. Cada muestra
almacenada en tubos Eppendorf® fue debidamente rotulada con el lugar de procedencia, tipo de tejido y
numero de individuo. La capacidad inicial de almacenamiento se vio superada por lo que en una primera
instancia fue posible conseguir espacio en un ultra freezer de un academico de otro Instituto dentro de la
Universidad. Posteriormente, se reitimizaron algunos fondos para arrendar en forma permanente bidones de
nitrégeno liquido, gracias a lo cual fue posible mantener un gran numero de muestras sin necesidad de
eliminar las ya analizadas.

La obtencion de las muestras de estos recursos, que cuentan con periodos de restriccion de extraccion, se
vio garantizada por la autorizacion para Pesca de Investigacion otorgada por la Subsecretaria de Pesca. La
autorizacion para Pesca de Investigacion fue otorgada por Resolucion N°2891 del 19/12/2002, publicada en
el Diario Oficial. El periodo autorizado fue de un afio a partir de su publicacion, periodo en que no se
concreto la obtencidn del total de muestras de ambos recursos, por lo que se solicitd una extension del
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permiso. La aprobacion de la extension del permiso fue dada por Resolucion Exenta N°333 del 30/01/2004 y
por un nuevo periodo de 12 meses a contar de la fecha de publicacion de la resolucion en el Diario Oficial.

ACTIVIDAD 3: Analisis genético poblacional de los recursos loco y erizo

Programado:

Estimacion de la variabilidad genética, del flujo génico y del grado de diferenciacion genética de las muestras
obtenidas de los recursos erizo y loco. Ademés, en el caso del recurso erizo se evaluara la estructura
genética de individuos productos de cruzamientos dirigidos (hatchery)

Ejecutado:

Los resultados de la estructura genético poblacional de los recursos bajo estudio se entregan en detalle en el
punto 5 RESULTADOS. Se dio cumplimiento en su totalidad a los analisis programados, obteniéndose, en el
caso del erizo, la primera caracterizacion a nivel genético poblacional reportada para la especie. En el caso
del loco, si bien no es el primer estudio de este tipo, si constituye el primero que abarca todo el litoral
chileno bajo un mismo tipo de analisis.

ACTIVIDAD 4: Impacto de las poblaciones producidas bajo condiciones controladas sobre las
poblaciones naturales de Loxechinus albus

Programado:

Estimacion de la diferenciacion genética entre las poblaciones naturales y de hatcheries y determinacion del
tamanio efectivo poblacional a utilizar en el hatchery

Ejecutado:

Se analizd una muestra de individuos producidos bajo condiciones controladas en el hatchery del Centro
Tecnolégico para la Acuicultura Puteman  (IFOP). Estos individuos fueron producidos en agosto de 1997,
utilizandose en la reproduccion 3 machos y 10 hembras. Se estimé la produccion del batch en 97.000
semillas. Estas fueron mantenidas en crecimiento en cajas de cultivo suspendidas en long-lines,
debidamente identificadas seglin su batch de procedencia. Una muestra de 110 individuos de éste batch fue
utilizada para los analisis genéticos, teniendo al momento del muestreo la edad de 5 afios y un diametro de
testa entre 45-60mm.

Los reproductores utilizados en esta produccion fueron extraidos de la localidad de Carelmapu, de modo que
para estimar las diferenciaciones genéticas entre la muestra de hatchery y la de banco natural, se obtuvo
una nueva muestra de individuos adultos de dicha localidad. Los resultados obtenidos se detallan en el
punto 5.1.4 Tamafio poblacional efectivo en hatchery de la seccion 5. RESULTADOS.

Para evaluar el tipo de impacto que pudiera tener la introgresion de semillas provenientes de hatchery sobre
las poblaciones naturales, actividad desarrollada en el marco de la repoblacion de zonas explotadas, se
compararon los valores obtenidos de las medidas de diversidad genética de las diferentes muestras. Estos
valores (heterocigosidad observada, numero alelos, entre otros) no presentaron diferencias entre las
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muestras de erizo provenientes de hatchery y banco natural por lo que se considera que el impacto del tipo
de manejo llevado a cabo en el hatchery es neutro.

De acuerdo a estos resultados, el nimero de reproductores utilizados parece ser adecuado, aunque para
evitar posibles perdidas de alelos en futuras reproducciones se ha recomendado a IFOP utilizar al menos el
mismo niimero de hembras y machos y en nimero mayor segun lo reportado (FAO, 1981).

ACTIVIDAD 5: Difusion de los resultados

Programado:

Realizacion de un seminario taller para la discusion de medidas de manejo y conservacion de los recursos
en estudio.

Ejecutado: Ver punto 7. DIFUSION DE LOS RESULTADOS y ANEXO 3
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5. RESULTADOS DEL PROYECTO

5.1 Caracterizacion genético poblacional recurso Loxechinus albus

Los resultados obtenidos corresponden a los analisis genético-poblacionales completos (por poblacion y
multi-poblacional) para el recurso L. albus, incluyendo las 12 poblaciones naturales (Figura 1) y la cohorte de
juveniles provenientes de hatchery para los 6 sistemas enzimaticos.

5.1.1 Variabilidad Genética en aloenzimas

El numero de individuos analizados varia para cada locus y para cada poblacion debido a que en algunos
pocos casos hubo mala resolucion de bandas, incluso una vez repetido el analisis de esas mismas
muestras.

El recuento general de la variabilidad genética por localidad esta dado en la Tabla 4 y la frecuancia alélica
para las 13 poblaciones se presenta en la Tabla 5. De los 17 loci analizados, 8 (PGM, GPI, ICD, GSR, PEP-
2, EST, AAT, ODH) resultaron ser variables (47.05%)(Tabla 8) en al menos una localidad al considerar las
13 poblaciones. Los loci AAT y ODH sin embargo, se dejaron fuera de los analisis debido a su falta de
resolucion en muchas muestras y a los altos costos para el proyecto al repetir esos analisis para numerosas
muestras. El 52.95% restante no presentaron variacion interpoblacional y evidenciaban fijacion alélica,
siendo por lo tanto monomarficos.

El nimero promedio de alelos por locus vario de 2.66 (Tomé, Valdivia, Calbuco y Hueihue) a 3.50 (Pto.
Aysén) (Tabla 4). Los valores de heterocigosidad observados fluctuaron entre 24 % en la poblacion de Isla
San Pedro a un 40% en la poblacion de Antofagasta. El promedio de heterocigosidad no ponderado de las
13 poblaciones es de 32% (Tabla 8). El valor promedio general esperado segin el equilibrio de Hardy-
Weinberg corresponde a 48.64% (Tabla 8), valor que indica una diferencia considerable de lo observado con
respecto a lo esperado bajo condiciones de equilibrio. Ello esté indicando un deficit de individuos
heterocigotos, lo cual es posible establecer a través de los valores interpoblacionales del estadigrafo d
(Tabla 6), que presenta en la mayoria de los casos un signo negativo, indicando deficiencia de
heterocigotos. Los valores de d oscilaron entre 0.212 (PGM, Antofagasta) y -0.723 (PGM, Isla Guafo).

5.1.2 Estadisticas F en aloenzimas

Todos los promedios de Fis fueron positivos y variaron entre 0,277 en el locus PGM a 0,430 en el locus ICD,
indicando que existe un exceso de homocigotos (Tabla 9). El valor promedio general ponderado de Fis fue
estimado en 0,342 y sefiala un déficit de individuos heterocigotos en las 13 poblaciones. Los valores
positivos de Fit, que fluctuaron entre 0,305 (GSR) y 0.469 (ICD), con un valor promedio ponderado de
0,369, indican que se encontrd un mayor nimero de homocigotos en relacion a lo esperado (Tabla 9).

Los resultados de los analisis de la varianza estandarizada de las frecuencias alélicas (Fst) fluctuaron entre
0,012 (EST) y 0.067 (ICD) con un promedio ponderado de 0,041 (Tabla 9), indicando una escasa subdivision
poblacional que concuerda con los bajos niveles de distancias genéticas registradas (Tabla 10). EI promedio
general ponderado de Fst indica que el 95,9 % de la varianza total de las frecuencias alélicas es explicada
por la variacion existente intrapoblacionalmente. Esto equivale a decir que solo el 4,1 % de la varianza total
de las frecuencias génicas se debe a diferenciacion interpoblacional (Tabla 9).
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Al evaluar el flujo génico a través del parémetro Nm (mediante el reemplazo del valor general ponderado de
Fst en la ecuacion propuesta por Wright (1943) (Tabla 9), se obtuvo un valor de Nm de 5,93. Debido a que
este valor es mayor que 1, se infiere que la deriva génica es insuficiente para producir diferenciacion
poblacional por aleatoriedad.

5.1.3 Identidad genética en aloenzimas

La identidad genética de Nei (1972) fluctud entre 0.896 (Tomé — Isla Guafo) y 0,993 (Antofagasta — Pto.
Aysén) (Tabla 10). Los valores de identidad de Nei (1972) registrados para L. albus se ubican dentro del
rango esperado para poblaciones conespecificas (0.9 — 1.0) (Thorpe, 19785). Estos valores indican
diferencias genéticas minimas entre pares de poblaciones. La identidad es maxima entre Antofagasta y Pto.
Aysén. Curiosamente estas poblaciones geograficamente mas distantes son casi idénticas, en cambio
algunas que se encuentran geograficamente mas cercanas muestran mayores diferencias (Tabla 10). Los
juveniles producidos en hatchery presentan una alta identidad genética con la poblacion (Carelmapu) de
donde generalmente se obtienen los reproductores para los desoves en el laboratorio (0,991) (Tabla 10).

Los valores de distancia genética oscilaron entre 0,006 (Antofagasta — Pto. Ayseén) y 0,110 (Tomé - Isla
Guafo) (Tabla 10). Estos valores registrados son muy bajos, indican diferencias interpoblacionales minimas.
Las asociaciones entre las poblaciones de Loxechinus albus basadas en las distancias genéticas Nei (1972),
se presenta en forma de dendrograma en la Figura 7.

Se observan dos ramificaciones principales: una constituida por poblaciones al norte del Canal de Chacao
(con la excepcion de Pto. Aysén) y otra con poblaciones al sur del canal de Chacao, lo cual podria indicar
que la dispersion larval a través de las corrientes costeras se podria ver interrumpida por el flujo y reflujo de
las mareas a través del Canal de Chacao que vacia el mar interior de Chiloé durante la marea baja. A su
vez, los estudios de corrientes a lo largo de la costa chilena indican que las corrientes derivadas de los
vientos predominantes influyen en forma distinta al norte y sur del canal de Chacao (Figura 8), la Deriva del
Oeste (West Wind Drift) durante el verano (época de dispersion larval) se separa en dos corrientes frente a
la isla de Chiloé, una va hacia el borde costero norte y la otra hacia el sur (Figura 8). Ello podria explicar en
cierta medida la agrupacion de poblaciones al norte y al sur del Canal de Chacao a base de las distancias
genéticas calculadas.

5.1.4 Tamaiio poblacional efectivo en hatchery

La explotacion comercial de bivalvos ha estado tradicionalmente basada en la recoleccion de animales de
bancos naturales, en algunos casos con la adicion de algln tipo de manejo, como la puesta de colectores
artificiales para incrementar la fijacion de semillas. Recientemente la tecnologia de hatchery ha permitido la
reproduccion en cautiverio, en condiciones que maximizan la capacidad reproductiva de los individuos
adultos y la sobrevivencia larval. Esto facilita la produccion de grandes cantidades de “semillas” que pueden
ser utilizadas para cultivo 6 repoblamiento.

Desde el punto de vista genético, la utilizacion de un numero relativamente bajo de reproductores puede
tener importantes consecuencias. La mas importante es que la deriva genética se espera sea mucho mas
alta que en poblaciones naturales, lo que se traduce en una reduccion de la variabilidad genética y en un
incremento en la tasa de endogamia de la poblacion en sucesivas generaciones. Ademas, investigaciones
tedricas recientes han demostrado que la distribucion de semillas de hatchery en poblaciones naturales para
efectos de repoblamiento puede también tener consecuencias indeseables.
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La electroforesis enzimatica ha sido utilizada frecuentemente para determinar los efectos de la deriva
genética en hatcheries. Varios estudios con aloenzimas para determinar la variabilidad genetica en
poblaciones producidas en hatchery no han demostrado los aparentes efectos de las practicas de hatchery
en la variacion alo-enzimatica. Sin embargo, estudios recientes han estado dirigidos a estimar el tamafo
poblacional efectivo (Ne) a utilizar como reproductores en el hatchery. Dado a que L. albus es una especie
en la cual la produccion de “semilla” en hatchery es una practica comin para efectos de repoblamiento
principalmente, es que es necesario estimar si los actuales métodos utilizados en el hatchery (Ne) podrian
estar acarreando problemas de deriva genética y por ende tener un impacto sobre las poblaciones naturales
en donde se distribuyen los juveniles para fines de repoblamiento.

Los resultados en L. albus, al comparar la poblacion donde se obtienen los reproductores a utilizar en el
hatchery (Carelmapu) y los juveniles producidos en el hatchery permiten establecer que el nimero de alelos
es el mismo, solo que el alelo D en el sistema enzimatico GPI observado en los juveniles, no aparece en
los individuos de la poblacion de Carelmapu, a su vez el alelo C para el mismo sistema enzimatico se
observo en la poblacion natural, pero no en los juveniles. Ello podria deberse a la reduccion de las presiones
selectivas en el hatchery en comparacion a la poblacion natural. EI promedio de alelos por locus (2,83), se
mantiene en los juveniles y en los reproductores de L. albus en este analisis (Tabla 4). A pesar de estos
cambios en la frecuencia alélica entre los juveniles y reproductores, se observd el mismo grado de
heterocigosidad observada (0,360) en ambos grupos de L. albus, lo cual indica que la heterocigosidad es
menos sensitiva que la frecuencia alélica a cambios en los stocks (Tabla 4). Esto se compara con otros
estudios en invertebrados en donde tampoco se ha visto una reduccion de la heterocigosidad en juveniles
obtenidos en hatchery tales como choritos (Gosling, 1982), almejas (Dillon and Manzi, 1987), ostras (Wada,
1986, 1993). Una explicacion para la mantencion de la heterocigosidad en individuos producidos en hatchery
se debe a que la heterocigosidad no solo se debe al nimero de alelos por locus, si no que a su relativa
frecuencia, que es lo que contribuye mayoritariamente a la heterocigosidad.

Frecuencias alélicas similares en un locus determinara la heterocigosidad méas alta, mientras que
frecuencias alélicas muy diferentes en un locus determinara una muy baja heterocigosidad. Ello implica que
frecuencias alélicas muy diferentes en un determinado locus en la poblacion base (reproductores) va a
tender a producir frecuencias alélicas mas similares en los juveniles de hatchery, para los alelos que al azar
son retenidos ahi.

De esta forma la heterocigosidad no solo es retenida, si no que posiblemente incrementada. Sin embargo,
en el caso de pérdida de un alelo en un locus bi-alélico, determinara una dramatica perdida de
heterocigosidad (= 0). Otra explicacion alternativa para la mantencion y/o incremento de la heterocigosidad
en individuos producidos en hatchery puede generarse a través de la seleccion por tamafio de las larvas en
los sucesivos cambios del tamario de entre-malla usada al realizar los cambios de agua en los estanques.

A través de esta practica se van seleccionando los individuos con una tasa de crecimiento mas alta, y existe
en la literatura evidencia que sustenta que existe una correlacion positiva entre los individuos heterocigotos
para multiple locus (multi locus heteocigosity = MLH). De esta forma mayor cantidad de individuos
heterocigotos son mantenidos entre los juveniles de hatchery.

De la Tabla 6 se puede apreciar que existe una mayor proporcion de heterocigotos en el grupo de juveniles
provenientes de hatchery en comparacion a la poblacion de reproductores. La poblacion natural de L. albus
de Carelmapu exhibe una deficiencia de heterocigotos significativa en todos los loci analizados, lo cual esta
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de acuerdo con lo observado por otros autores en otros invertebrados marinos, mientras que el 50% de los
loci estan en equilibrio Hardy-Weinberg en el grupo de juveniles producidos en el hatchery.

La mayor proporcion de heterocigotos en las generaciones de hatchery también ha sido descrita en otros
estudios similares en invertebrados (Wada, 1993), sin embargo, la causa ain no es muy clara. Ya se
menciono en el parrafo anterior, dos potenciales fuentes de mantencion de la heterocigosidad, pero algunos
autores también han propuesto un efecto de seleccion a traves de: a) eleccion de los reproductores — por lo
general , la seleccion de los reproductores se realiza en base a caracteristicas cuantitativas, tamafo del
individuo, bajo un criterio fisiolégico como madurez de las gonadas o la eleccion de individuos mas
saludables y b)el cambio de las presiones selectivas en un ambiente artificial.

En relacion al tamario poblacional efectivo (Ne) en el caso de L. albus, actualmente se esta trabajando con
un Ne = 15, al utilizar 15 hembras y 5 machos para cada batch de juveniles producidos en el hatchery
(IFOP). Dado a que Ne es muy sensible a la proporcion entre machos y hembras utilizados, es
recomendable para segurar la mantencion de la variabilidad genética de la poblacion base se utilicen igual
nimero de hembras y machos en un nimero total no inferior a 50 (FAQ, 1981). Es decir 25 hembras (= Nh)
y 25 machos ( = Nm):

4 Nh Nm 4 x15 x5 300
Ne = e Actualmente Ne = = = 15
Nh + Nm 15+5 20
4x25x%x25 2500
Sugerido Ne = = = 50
25+25 50

5.1.5 Variabilidad Genética en RAPDs
El nimero de loci obtenidos en las 13 poblaciones fueron 36:

ERI3-1 ERI3-2 ERI3-3 ERI3-4 ERI3-5 ERI3-6 ERI3-7 ERI3-8 ERI3-9 ERI3-10 ERI3-11 ERI3-12
ERI10-1 ERI10-2 ERI10-3 ERI10-4 ERI10-5 ERI10-6 ERI10-7 ERI10-8 ERI10-9 ERI10-10 ERI10-11
ERI10-12 ERI10-13 ERI10-14

ERI15-1 ERI15-2 ERI15-3 ERI15-4 ERI15-5 ERI15-6 ERI15-7 ERI15-8 ERI15-9 ERI15-10

Cada uno de éstos 3 partidores se analizo en cada una de las muestras de ADN extraido de las distintas
poblaciones, para establecer el niumero total de loci presentes para cada partidor. Una vez conocidos la
totalidad de loci involucrados en los individuos muestreados de las 13 poblaciones de erizo (36), se comenz6
a realizar los analisis genéticos estadisticos. Ello, permitié analizar la variabilidad genética y establecer
relaciones entre las distintas poblaciones muestreadas, como a su vez también correlacionar los datos
obtenidos a través de ésta técnica con los datos obtenidos a través de la electroforesis enzimética.

El resumen de la variacion genética para todos los 36 loci en las 13 poblaciones de L. albus se presenta en

la tabla 11. Se puede observar que el valor promedio general de diversidad genetica es de 18,5 %. Es muy

dificil realizar comparaciones de este valor ya que no existen en la literatura muchos datos con RAPDs de

invertebrados marinos hasta el momento. Sin embargo, estos analisis permitiran en el futuro contrastar con
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nuevos estudios de diversidad genética con el fin de conocer la evolucion de la variabilidad genética
poblacional en L. albus. El valor de Gst = 0.501 (Tabla 12) esta indicando que la variabilidad intrapoblacional
(50%) es similar a la varianza interpoblacional, es decir existiria una notable diferencia con los datos
obtenidos a través de electroforesis enzimatica, sin embargo estos valores se deben tomar con cautela al no
existir hasta el momento datos comparativos obtenidos con la misma técnica de RAPDs en otros
invertebrados sometidos a explotacion.

5.1.6 Flujo génico en RAPDs

El flujo génico estimado utilizando los 36 loci RAPDs (Tabla 12) entrega un valor Nm = 0.5, que es mucho
mas bajo que el obtenido con los datos de electroforesis enzimatica (Nm = 5.93). El valor estimado de Nm,
indica que el numero de migrantes por generacion entre las poblaciones muestreadas es de 0.5 individuos
aproximadamente. Considerando que se trabajé con 20 individuos como promedio por localidad, el nimero
de migrantes corresponde aproximadamente al 2.5 % por generacion. En este caso, con el valor Nm
obtenido utilizando RAPDs, la deriva génica tendria una mayor importancia, sin embargo, ello no se refleja
en los valores de distancia genética, los cuales son muy similares a los obtenidos con electroforesis
enzimatica (Tabla 13).

Los valores de identidad genética oscilaron entre 0.752 y 0.981, valores que estan dentro de lo esperado
para una poblacion conespecifica. A su vez, los valores de distancia genética oscilaron entre 0.019 y 0.284,
valores que permiten decir que practicamente no existe una subdivicion poblacional para el recurso L. albus.

Los valores de distancia genética Nei se grafican en el dendrograma de la Figura 9, apreciandose
claramente una mayor grado de variabilidad que la detectada con electroforesis enzimatica. Ello se ve
reflejado en el agrupamiento de las localidades Isla Guafo, Isla Laitec y San Pedro, las cuales fueron
seleccionadas para establecer si existia alguna distribucion poblacional a micro-escala, al estar localizadas
geograficamente cercanas entre si en relacion al resto de las localidades, separando a su vez en forma mas
clara las localidades mas alejadas geograficamente como, Antofagasta, Calbuco, Pto. Aysén, Carelmapu,
Pta Arenas y Valdivia.

Llama la atencion el bajo valor de distancia genética entre las localidades de Iquique, Hatchery y Hueihue, lo
cual es més dificil de explicar, sin embargo, la produccién masiva de juveniles de hatchery llevada a cabo en
la localidad de Hueihue, podria influir en un mayor flujo génico entre estas dos poblaciones, asi también
posibles traslados de juveniles de hatchery para fines de repoblamiento a los alrededores de lquique,
podrian explicar estos bajos valores de distancia génica entre éstas localidades y los juveniles provenientes
de hatchery. De todas formas, estos datos necesitan un anélisis mucho mas acabado, que se ira realizando
a través de la preparacion de algunos manuscritos para su publicacion en revistas de corriente principal.

Finalmente el Test de Mantel indicd que la correlacion entre distancia genética y distancia geogréafica no
mostro un valor significativo (r = 0.019; p> 0.05), lo cual indica que la distancia geografica no es la
responsable de las diferencias en las frecuencias alélicas encontradas entre las poblaciones, sino que mas
bien éstas se deberian a otras causas, como barreras geograficas (corrientes, accidentes geologicos etc.).
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5.2 Caracterizacion genético poblacional recurso Concholepas concholepas

Los resultados obtenidos corresponden a los anélisis genético-poblacionales completos (por poblacion y
multi-poblacional) para el recurso C. concholepas, incluyendo las 12 poblaciones naturales (Figura 4).

5.2.1 Variabilidad Genética en aloenzimas

El nimero de individuos analizados varia para cada locus y para cada poblacion debido a que en algunos
pocos casos hubo mala resolucion de bandas, incluso una vez repetido el analisis de esas mismas
muestras.

El recuento general de la variabilidad genética por localidad esta dado en la Tabla 14 y la frecuencia alélica
para las 12 poblaciones se presenta en la Tabla 15. De los 17 loci inicialmente analizados, 7 (PGM, GPI,
ICD, GSR-1, PEP-1, EST-2, LAP) resultaron ser variables (41.1%) en al menos una localidad al considerar
las 13 poblaciones. El 58,9% restante no presentaron variacion interpoblacional y evidenciaban fijacion
alélica, siendo por lo tanto monomérficos.

El nimero promedio de alelos por locus varié de 2,60 (Coquimbo) a 2,83 (Mejillones y Los Vilos) (Tabla.14).
Los valores de heterocigosidad observados fluctuaron entre 34 % en la muestra de Coquimbo a un 49% en
la poblacion de Los Vilos. EI promedio de heterocigosidad no ponderado de las 12 poblaciones es de 42%
(Tabla 16). El valor promedio general esperado segin el equilibrio de Hardy-Weinberg corresponde a
44.26% (Tabla 16), valor que indica una diferencia considerable de lo observado con respecto a lo esperado
bajo condiciones de equilibrio. Ello esta indicando un déficit de individuos heterocigotos.

5.2.2 Estadisticas F en aloenzimas

El valor promedio de Fis fue de 0,062 y las estimaciones individuales por locus no revelan una forma
generalizada de imbreeding puesto que se observan valores negativos y positivos (Tabla 17). Los valores
positivos de Fit, que fluctuaron entre 0,034 (PEP) y 0,328 (LAP) con un valor promedio ponderado de
0,1242, indican que se encontré un mayor niimero de homocigotos en relacion a lo esperado con excepcion
de GPI (-0,106) (Tabla 17).

Los resultados de los andlisis de la varianza estandarizada de las frecuencias alélicas (Fst) fluctuaron entre
0,011 (GPI) y 0,233 (GSR) con un promedio ponderado de 0,066 (Tabla 19), indicando una escasa
subdivision poblacional que concuerda con los bajos niveles de distancias genéticas registradas (Tabla 18).
El promedio general ponderado de Fst indica que el 93,4 % de la varianza total de las frecuencias alélicas es
explicada por la variacion existente intrapoblacionaimente. Esto equivale a decir que solo el 6,6 % de la
varianza total de las frecuencias génicas se debe a diferenciacion interpoblacional (Tabla 17).

Al evaluar el flujo génico a través del parametro Nm (mediante el reemplazo del valor general ponderado de
Fst en la ecuacion propuesta por Wright (1943) (Tabla 17), se obtuvo un valor de Nm de 3,56. Debido a que
este valor es mayor que 1, se infiere que la deriva génica es insuficiente para producir diferenciacion
poblacional por aleatoridad y que un total de 3,56 individuos se estan intercambiando por generacion.
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5.2.3 Identidad genética en aloenzimas

La identidad genética de Nei (1972) fluctué entre 0,8175 (Coquimbo — Los Vilos) y 0,999 (Valdivia - Pto.
Aysén) (Tabla 18). Los valores de identidad de Nei (1972) registrados para C. Concholepas se ubican dentro
del rango esperado para poblaciones conespecificas (0.9 — 1.0) (Thorpe, 19785). Estos valores indican
diferencias genéticas minimas entre pares de poblaciones. La identidad es maxima entre Valdivia y Pto.
Aysén. Sin embargo, en general, no se puede concluir nada importante a traves del analisis de diferencias
genéticas entre pares de poblaciones, estableciéndose solo que los valores registrados son muy bajos,
indicado diferencias interpoblacionales minimas.

5.2.4 Variabilidad Genética en RAPDs

El nimero de loci obtenidos en las 12 poblaciones fueron 33:

LOCO10-1 LOCO10-2 LOCO10-3 LOCO10-4 LOCO10-5 LOCO10-6
LOCO10-7 LOCO10-8

LOCO15-1 LOCO15-2 LOCO15-3 LOCO15-4 LOCO15-5 LOCO15-6
LOCO15-7 LOCO15-8

LOCO19-1 LOCO19-2 LOCO19-3 LOCO19-4 LOCO19-5 LOCO19-6
LOCO19-7 LOCO19-8

LOCO41-1 LOCO41-2 LOCO41-3 LOCO41-4 LOCO41-5 LOCO41-6
LOCO41-7 LOCO41-8 LOCO41-9

Cada uno de éstos 4 partidores se analizo en cada una de las muestras de ADN extraido de las distintas
poblaciones, para establecer el niumero total de loci presentes para cada partidor. Una vez conocidos la
totalidad de loci involucrados en los individuos muestreados de las 12 poblaciones de loco (33), se comenzo
a realizar los analisis genéticos estadisticos. Ello, permitio analizar la variabilidad genética y establecer
relaciones entre las distintas poblaciones muestreadas, como a su vez también correlacionar los datos
obtenidos a través de ésta técnica con los datos obtenidos a través de la electroforesis enzimatica.

El resumen de la variacion genética para todos los 33 loci en las 12 poblaciones de C. concholepas se
presenta en la tabla 19. Se puede observar que el valor promedio general de diversidad genética es de 29,9
%. Es muy dificil realizar comparaciones de este valor ya que no existen muchos datos con RAPDs en la
literatura de invertebrados marinos hasta el momento. Sin embargo, estos anélisis permitiréan en el futuro
contrastar con nuevos estudios de diversidad genética con el fin de conocer la evolucion de la variabilidad
genética poblacional en loco.

El valor de Gst = 0,20 (Tabla 20) esta indicando que la variabilidad intrapoblacional (20%) es menor a la
varianza interpoblacional, es decir existiria una similitud con los datos obtenidos a traves de electroforesis
enzimatica, aunque en este Gltimo caso las diferencia es mucho mayor. Sin embargo estos valores se deben
tomar con cautela al no existir hasta el momento datos comparativos obtenidos con la misma técnica de
RAPDs en otros invertebrados sometidos a explotacion.

5.2.5 Flujo génico en RAPDs

El flujo génico estimado utilizando los 33 loci RAPDs (Tabla 20) entrega un valor Nm = 1.93 que es mas bajo

que el obetnido con los datos de electroforesis enzimatica (Nm = 3.56). El valor estimado de Nm, indica que

el nimero de migrantes por generacion entre las poblaciones muestreadas es de 1,93 individuos
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aproximadamente. Considerando que se trabajo con 20 individuos como promedio por localidad, el nimero
de migrantes corresponde aproximadamente al 9,65 % por generacion. En este caso, con el valor Nm
obtenido utilizando RAPDs, la deriva génica tendria una mayor importancia, sin embargo, ello no se refleja
en los valores de distancia genética, los cuales son muy similares a los obtenidos con electroforesis
enzimatica (Tabla 21).

Los valores de identidad genética oscilaron entre 0,853 (Aysen y Guafo) y 0,996 (Mejillones-San Antonio)
valores que estan dentro de lo esperado para una poblacion conespecifica. Los valores de distancia genética
Nei se grafican en el dendrograma de la Figura 10, apreciandose claramente un mayor grado de claridad
que la detectada con electroforesis enzimatica. Ello se ve reflejado en el agrupamiento de las localidades de
Pto. Aysén y Pto. Natales conformando un cluster, luego Isla Guafo, Mejillones, Los Vilos, San Antonio y
Coquimbo en un segundo cluster y finaimente Corcovado, Valdivia, Castro, Maullin y Quellon en u terecer
cluster.

De este modo de podria hablar de un cluster Extremo Sur, uno cluster Sur y un tercer cluster Norte-Centro.

Este patron fue confirmado por el Test de Mantel que arrojo una correlacion positiva y significativa entre la
distancia geografica y la distancia genética (r=0,371, p<0.01)
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6. PROBLEMAS ENFRENTADOS

En general, el proyecto presenté un bajo nivel de problemas, enmarcandose estos en problemas de
tipo técnico y de administracion.

En el punto 3.2 se dio cuenta en detalle de los problemas de tipo técnico metodoldgicos
enfrentados. Por otro lado, en la administracién y logistica de la ejecucion del proyecto, hubo algunos
inconvenientes originados por el desfase en la cancelacion de algunos compromisos con proveedores. Este
problema origind en su momento la retencién de cuotas de aporte FIA por el alto saldo existente.

La ultima retencion de cuota se ha producido a raiz del no pago de los montos programados como
incentivos del Coordinador General, cuyas razones forman parte de acciones de tipo administrativas internas
del Instituto.
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7. DIFUSION DE LOS RESULTADOS

Una primera actividad de difusion fue la asistencia al Seminario “Proyectos de I&D e Innovacion en
Biotecnologia Silvoagropecuaria: Situacion Actual Chilena®, realizado el 18 y 19 de Julio en la Sede CEPAL
(Santiago, Chile), ocasion en la cual fue presentado el panel “Caracterizacion genética poblacional para el
manejo y la conservacion de recursos marinos de importancia para la acuicultura y la pesqueria” de los
autores Vergara, A.M., Toro, J.E., Ojeda, J.A. y R.B. Olate. Se adjunta una lamina reducida del panel (Anexo

3).

Por otro lado, segln lo programado, se contemplo la realizacion de un seminario taller con el fin de
dar a conocer los resultados del proyecto y a su vez generar una discusion entre los asistentes para difundir
y respaldar las recomendaciones que se generan a partir de los resultados obtenidos.

Este Seminario Taller de clausura del proyecto, se llevo a cabo en la ciudad de Puerto Montt el dia
Miércoles 23 de Marzo a las 10:00 h. Entre los asistentes, ademas del Sr. Tomas Garcia Huidobro
(Fundacion para la Innovacion Agraria) y expositores, hubo personeros de Subsecretaria de Pesca
(SUBPESCA), del Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), Consultoras privadas que trabajan en areas de
manejo, Investigadores de otras Universidades y estudiantes de postgrado.

No asistieron al evento personeros de la Comision Nacional del Medio Ambiente (CONAMA) y del
Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA), quienes habian confirmado su asistencia. En el seminario
expusieron el Dr. Gonzalo Gajardo (Universidad de Los Lagos) “Estado de la conservacion de los recursos
genéticos en Chile”, Dr. Jorge Toro Y. (Universisad Austral de Chile) “Caracterizacion genético-poblacional
del recurso Loxechinus albus’ y Ana Maria Vergara M. (Instituto de Fomento Pesquero) “Caracterizacion
genético-poblacional del recurso Concholepas concholepas”. Se adjuntan las presentaciones (Anexo 3).

Ademas, el proyecto contempla la publicacion en revistas indexadas de los resultados obtenidos en
ambos recursos. Los respectivos manuscritos estan en elaboracion y se espera que en los proximos meses,
al menos dos publicaciones ya se encuentren enviadas a los respectivos comités editoriales. Una de ellas
conteniendo los resultados obtenidos para el recurso Loxechinus albus (erizo rojo) y la otra con los
resultados del recurso Concholepas concholepas (Loco).

Segln la literatura revisada, Conservation Biology, Genetics and Molecular Biology, y Marine
Ecology PSZN son las revistas que presentan una mayor cantidad de publicaciones en el area del presente
estudio. Se enviara en un primer término ambas publicaciones a Conservation Biology, pero se tendran
como segunda y tercera opcion las otras dos mencionadas, dado que, el publicar en revistas de mayor
impacto, como Conservation Biology, resulta muchas veces un proceso extremadamente lento.

Los temas que seran abordados en las publicaciones, corresponden a los resultados totales del
proyecto y los titulos tentativos son: “Genetic structure of population of wild and hatchery chilean sea urchin,
Loxechinus albus” y “Genetic structure of population of the chilean abalone Concholepas concholepas along
the chilean coast: relevance for management and conservation”.
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8. IMPACTOS DEL PROYECTO

Los resultados del presente proyecto, a pesar de solo constituir el estudio de la estructura genético
poblacional correspondientes a las lineas base para ambas especies (ya que no existen estudios previos),
representa el mas importante trabajo de caracterizacion genética realizado en ambos recursos (Loco y Erizo)
de importancia economica. Sin duda, que estos resultados tendran un gran impacto en la generacion de
politicas de manejo en ambos recursos, sin embargo, se espera que en un futuro proximo, (4 afos con el fin
de muestrear distintas generaciones a las ya estudiadas), se pueda llevar a efecto un estudio similar, con el
fin de contrastar los resultados obtenidos.

El hecho de que los resultados obtenidos demuestren que la subdivision poblacional en ambas
especies es casi inexistente, confirma que el flujo génico generado por una parte a través del prolongado
estado larval pelagico (25-30 dias en el erizo y 3 6 mas meses en el loco) en ambas especies, y por otro
lado a la transferencia de juveniles para efectos de repoblamiento, es bastante significativo. La mantencion
de la identidad poblacional debe ser uno de los objetivos en el manejo de ambas especies, con el fin de
mantener una variabilidad genética que permita que la pesqueria del recurso sea sustentable en el tiempo.

Es importante eso si recalcar que este estudio representa una “fotografia” de estructura genético-
poblacional en ambas especies y que es muy necesario (lo cual fue también una de las conclusiones del
Seminario Taller realizado) llevar a cabo una nueva investigacion en un lapso de tiempo no superior a los 4
afios, para de esta forma describir la dindmica (y no solo estatica) de la estructura genético poblacional. Esto
ultimo tendria un impacto mayor, ya que las politicas de manejo no solo se basarian en un estudio (linea
base), si no que en una mayor evidencia sostenida por la inclusion de nuevas generaciones. Es importante
destacar esto, ya que los ejemplares muestreados durante este proyecto podrian haber sido reclutados
durante condiciones ambientales fuera de lo comin (fenémeno del Nifio, reduccion en la surgencia costera,
etc), tratandose asi de una muestra no representativa (sujeta a mortalidades diferenciales y condiciones de
reclutamiento anormales) y por ende la generacion de politicas a partir de ello podria ser inadecuado.

Como uno de los principales objetivos del presente estudio es apoyar la toma de decisiones del
manejo de las especies estudiadas, es importante revisar las actuales medidas de manejo que estéan siendo
aplicadas. El recurso loco, es la especie con un mayor numero y diversidad de regulaciones pesqueras,
entre las que se cuentan; vedas extractivas y reproductivas, talla minima legal, areas de manejo, cuotas
totales de extraccion regionales, cuotas individuales intransferibles, cierre de registros artesanales, entre
otras. A partir de 1998 se pone en practica el régimen de Areas de Manejo y Explotacién de Recursos
Bentonicos (Art.48, letra d de la Ley de Pesca), el cual constituye, la herramienta de manejo mas efectiva
que dispone la Autoridad Pesquera en la actualidad. Con la implementacion de esta medida, se inicio una
profunda transformacion estructural y funcional de las pesquerias artesanales de recursos bentonicos, cuyo
proposito esta orientado a lograr una recuperacion del sector, a través del cumplimiento de cinco objetivos
basicos: 1) conservacion de los recursos bentonicos (invertebrados), 2) sustentabilidad de la actividad
economica artesanal mediante la asignacion de “bancos naturales”, 3) mantener o incrementar la
productividad biologica de estos recursos benténicos, 4) incrementar el conocimiento del funcionamiento del
ecosistema bentonico, 5) incentivar y promover el manejo participativo (Estado — sector Pesquero Artesanal).

En la préactica la implementacion de la medida anteriormente sefialada, significé el término de la
fijacion de las cuotas totales e individuales de extraccion a partir de 1999, siendo en la actualidad entre la | y
XI region el unico régimen en aplicacion. De este modo, el recurso loco se encuentra bajo una veda
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extractiva de la | a la XI Region, desde junio del 2000 a la fecha. Ademas, |a zona norte cuenta con una veda
reproductiva entre el 16 julio y el 31 de enero de cada afio, periodo en el cual, las areas de manejo de
recursos bentonicos que cuenten con planes de manejo aprobados por la Subpesca, pueden realizar
extraccion del recurso

A la fecha, el proceso de aplicacion de esta nueva medida de administracion puede considerarse
exitoso entre la Ill a V Regiones, mientras que en las regiones |, Il y VI a X, este proceso se ha desarrollado
mas lentamente y su éxito debera ser evaluado en la medida que avance el proceso de implementacion.

En el marco de la medida administrativa de Areas de Manejo y Explotacién de Recursos Bentonicos
para el recurso objetivo loco, los resultados obtenidos en el presente proyecto proporcionarian la linea base
para determinar, en un futuro cercano, si este regimen de explotacion de los bancos naturales esté siendo
efectivo en el cumplimiento de la conservacion del recurso, segun el primer objetivo de la medida
administrativa. Aunque, tal vez, la conservacion del recurso haya sido pensada a un nivel poblacional y/o
ecosistémico, en el presente estudio se ha proporcionado evidencia suficiente para que la evaluacion del
estado de conservacion de un recurso sea hecho también a nivel de genes.

En relacion al recurso erizo, cuenta con la regulacién pesquera de veda reproductiva que se
extiende desde el 15 de octubre al 15 de enero, con una talla minima legal de extraccion de 70 mm.
También el recurso erizo ha sido visualizado como uno de los principales recursos objetivos en las Areas de
Manejo.

Sin embargo, lo que representa una mayor amenaza a la pérdida de diversidad genética en el
recurso erizo, lo constituye la produccion de semillas en hatchery y el posterior repoblamiento de areas
naturales sobreexplotadas o areas de manejo.

A pesar que el reglamento de areas de manejo contempla actividades de repoblacion (Art. 16, letra
e), solo recientemente se ha repoblado con semillas de erizo areas de manejo de la lll, V 'y X (Proyecto
Fondef D0111142), sin contarse aun con una evaluacion del éxito de este repoblamiento en términos
productivos. En general, las experiencias de repoblacién mediante siembras de estados juveniles, es una
practica relativamente reciente en el mundo. De acuerdo a lo informado por la Subsecretaria de Pesca,
(junio, 2001) las proyecciones de produccion de las areas de manejo dejan en evidencia la importancia de
fomentar y fortalecer la investigacion en temas de acuicultura y repoblacion, con el objeto de incrementar su
produccidn

En este contexto, una vez mas los resultados del presente proyecto, proporcionarian la linea base
para evaluar si las producciones realizadas en hatchery, estan siendo lo suficientemente responsables
(adecuado tamario efectivo de reproductores) como para que su uso en repoblacion no cause una
introgresion negativa.

Finalmente, y en otro contexto, el proyecto tuvo un impacto positivo en la generacion de nuevas
capacidades técnicas, con la formacion de dos técnicos entrenados en técnicas genéticas de laboratorio.
Estas personas corresponden a Johana Ojeda Paima y Rosella Olate Diaz.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El polimorfismo encontrado en las poblaciones naturales de invertebrados alcanza niveles muy
altos, siendo los invertebrados los que alcanzan los mayores niveles (43% a 73 %). Considerando estos
valores, los valores de 47,05 % estimados en Loxechinus albus y 41,1% en Concholepas concholepas
concuerdan con los patrones registrados en otras especies de invertebrados marinos. Por su parte la
variabilidad genética expresada como heterocigosidad fue como promedio general de 32 % y 42 % dentro
del rango para los organismos marinos.

Los resultados de la prueba de heterogeneidad interpoblacional estarian indicando que las
diferencias en la estructura genética de las poblaciones de erizo y loco, no son significativas, a pesar de las
distancias geogréaficas que las separan y de las diferencias ambientales. Ello sugiere altas tasas de
migracion entre ellas, en este caso a través de la dispersion larval ya que el periodo larval pelagico de erizo
es de aproximadamente 30 dias, mientras que el del loco supera los 90 dias, lo que acompariado de las
corrientes costeras podria potencialmente impedir una diferenciacion local. Ello se ve corroborado a traves
de los valores de Fst que predice que solo el 4,07 % de la varianza en las frecuencias alélicas se debe a
diferencias inter-poblacionales en erizo mientras que este valor es de 6,6% en loco.

La homogeneidad genética interpoblacional ha sido teéricamente explicada a través de la hipotesis
de la amplitud del nicho y/o efectos de cuello de botella por las que han pasado las poblaciones. Sin
embargo, independiente de la interpretacion selectiva ¢ aleatoria de la homogeneidad genética observada
entre algunas poblaciones, el sistema de corrientes a lo largo de la costa chilena y la prolongada vida larval
pelagica del erizo y del loco, promueve el intercambio genético entre poblaciones.

La cuantificacion del flujo génico es dificil, especialmente en organismos con etapas de vida larval
pelagica y por ende solo es posible utilizar métodos indirectos, a través de la estima de frecuencias alélicas
(Slatkin, 1987). Se ha descrito en la literatura que un escaso flujo génico es suficiente para mantener
homogeneidad genética entre poblaciones conespecificas (Slakin, 1987; Koehn, 1985; Beaumont & Hoare,
2003). Al estimar Nm, su combinacion de parametros indica la fuerza relativa del flujo génico y deriva génica.
Como Nm es mayor a 1 para ambas especies (5.93 y 3.56 para erizo y loco respectivamente), la deriva
genica es incapaz de producir diferenciacién poblacional (Hartl & Clark, 1989, Beaumont & Hoara, 2003).
Esta afirmacion se apoya en la evidencia de altos valores de identidad genética entre poblaciones de erizo
analizadas. El valor estimado de Nm, indica que el numero de migrantes por generacion entre las
poblaciones muestreadas es de 6 individuos aproximadamente en erizo y de 4 en loco. Considerando que se
trabajo con 100 individuos como promedio por localidad, el numero de migrantes corresponde
aproximadamente a al 6% y 4% por generacion.

A pesar de su amplia distribucion geogréfica L. albus y C. concholepas se comportan como una sola
gran unidad poblacional panmixica, tal como se sugiere por Slakin (1981) para especies que no evidencian
diferenciacion interpoblacional ni subdivision intrapoblacional. Los valores de Fis en la mayoria de las
poblaciones naturales son cercanos a cero (Hartl & Clark, 1989). El indice de fijacion Fst en ambas especies
indica que la subdivision poblacional es muy baja, debido a que no se evidencian variantes alélicas fijadas
alternativamente en diferentes poblaciones. En otras palabras, la tasa de migracion entre las localidades
enfatiza la eficiencia de la dispersion larval para asegurar, que los mismos alelos, a pesar de la presion
selectiva de la pesqueria del recurso, seran compartidos por los stocks de reproductores a través del tiempo
evolutivo.
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En el caso del loco, sin embargo, la dispersion larval y el posterior asentamiento al azar que
favorecerian el patron macrogeografico de homogeneidad genética se contrapone con la distribucion no al
azar de genotipos segun lo indicado por la existencia de asociacion entre distancia geografica y genética
(test de Mantel).

Cuando las poblaciones naturales son afectadas por condiciones ambientales desfavorables,
pueden reducirse drasticamente en nimero y corren el riesgo de extinguirse. Si la reduccion es severa, la
poblacion experimenta un “cuello de botella” demografico. Durante este episodio las poblaciones mostraran
bajos niveles de heterocigosidad y una alta similitud genética. Debido a la fuerte presion antropica ejercida
sobre las poblaciones de erizo y loco durante la ultima década estos recursos podrian haber experimentado
en algun momento un cuello de botella poblacional que daria cuenta de la deficiencia de heterocigotos y la
alta similitud genética interpoblacional encontrada.

Los individuos genéticamente mejor adaptados poseen un mejor desarrollo ontogénico (altas tasas
de crecimiento, fecundidad, fertilidad etc). Producto de la alta extraccion de erizos, se esta ejerciendo una
seleccion artificial sobre ellos, eliminandose de las poblaciones aquellos individuos mejor adaptados
(heterocigotos con mayor tasa de crecimiento) (Beaumont & Hoara, 2003). A largo plazo, las poblaciones
estaran constituidas cada vez mas por individuos con menores capacidades adaptativas, dejando
descendientes biologicamente inferiores, distribuidos en habitats fragmentados posibilitando la extincion
local.

A base de estos resultados las bases para el manejo del recurso debe considerar esta especie
como genéticamente homogénea a lo largo del litoral chileno. Sin embargo, se debe tener presente que a
pesar de los bajos niveles de diferenciacion poblacional encontrados en ambos recursos, fue posible
detectar clusters de los andlisis de distancias genética que darian cuenta de un quiebre a nivel del Canal de
Chacao en el caso de erizo, donde se podria hablar de poblaciones al norte y al sur de este Canal. En el
caso del loco, la presencia de tres clusters (extremo sur, sur, y norte-centro) permite proponer que estos
agregados sean considerados como unidades independientes para el manejo del recurso.

La relevancia que este tipo de estudios queda de manifiesto al ver los resultados obtenidos para la
estructura genético poblacional del recurso L. albus y C. concholepas, ya que es muy bien conocido en la
literatura internacional que el manejo de una especie de valor comercial, debe sin lugar a dudas, contemplar
la variabilidad genético-poblacional bajo condiciones naturales (y de explotacion) y bajo el supuesto que las
variantes alélicas son adaptativas. De esta forma, una potencial reduccion de la variabilidad genética debido
a una extraccion indiscriminada (sobre-explotacion), 6 un plan de manejo inadecuado, puede resultar en la
incapacidad, por parte de los organismos que componen esas poblaciones naturales, de responder a
cambios ambientales futuros.

Las medidas de manejo propuestas, dados los resultados obtenidos apuntarian a:

Determinar como unidades de manejo las poblaciones Norte-Centro-Sur de erizo (del norte al canal
de Chacao) y Sur-Extremo-Sur (desde el canal de Chaco al sur)

Y

Determinar como unidades de manejo para el recurso loco la zona Norte-Centro (hasta la V region),
zona Sur (X region) y zona Extremo Sur (X! y Xl regiones).

\ 74
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No permitir el traslado de individuos para repoblacion u otros fines, entre las unidades de manejo
propuestas

Y

Permitir la repoblacion con semillas producidas en hatchery siempre y cuando se garantice que el
tamario efectivo de reproductores haya sido el recomendado.

‘7

‘/

Utilizar reproductores de las unidades de manejo propuestas para producir semillas que seran
utilizadas para repoblar las mismas zonas.
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Anexo 1: Tablas




Tabla 1. Centros de desembarque y ubicacion geografica de los sitios de muestreo del
recurso Loxechinus albus

UBICACION
| LOCALIDAD REGION GEOGRAFICA
Huaiquique (lquique) | | Region | 20° 13 S ; 70° 09'W
Punta Angamos Il Regidn 23°38'S ; 70° 24'W
. (Antofagasta)

' Caleta Tumbes (Tomé) | VIII Regién | 36°05'S ;72°58W
Morro Gonzalo (Valdivia) | X Regioén | 39°48'S ;73°24'W
Carelmapu | X Regién | 41°44’S ;73° 42W
Calbuco i X Region | 41°45°S ;73° 08W
Hueihue | X Region | 41°52'S :73°31'W
Dalcahue (Castro) | X Region | 42°22'S ;73° 39W
Isla Laitec | X Region | 43°12'S ;73°36'W
San Pedro | X Region | 43°20°S ;73°42’W
Isla Guafo l X Region | 43°32'S ;74° 41W
Puerto Aysén 1 X| Region | 45°23'S :72°43W

| |

Punta Arenas Xl Region 53°09'S ; 70° 55W




Tabla 2. Partidores (primers) utilizados en pruebas para marcadores RAPDs.

Primer N° Secuencia 5’- 3’ Primer N° Secuencia 5’- 3’
1 CCTGGGTTTG 25 AGAGGGTTCT
2 ACAGGGCTCA 26 TGTCGGTTGC
3 CCGGCCCCAA 27 ATGTGTTGCG
4 TTCCCCGCCC 28 GTGCGTCCTC
5 GAGGGCGTGA 29 AGCAGCGTGG
6 GAGGGCGAGC 30 GGAGGCTCTG
7 GAGGGCGAGG 31 GAGTCACGAG
8 GAGCACCAGG 32 CCAAGATGCT
g GAGCTCGTGT 33 ACTGCTACAG
10 GAGCACGGGG 34 CCAATTCACG
11 GGGCTCGTGG 35 ACGACGTAGG
12 GGGCGCGAGT 36 TGACCCCTCC
13 ATCCTGCCAG 37 AACGGGCAGC
14 ATCGGGTCCG 38 ATGACGACGG
15 GCGGCTGGAG 39 GTGCGTCGCT
16 GGTGGGGACT 40 AGAATCCGCC
17 GGGCAATGAT 41 GCAGGACTGC
18 CTCGGGTGGG 42 GAGCACTTAC
19 CGTCTGCCCG 43 CGGTTTGGAA
20 TAGCCCGCTT 44 ACGGCCGACC
21 TACGATGACG 45 GCACCGAGAG
22 GCGGTATAGT 46 GAAGCGCGAT
23 AACACACGAG 47 GCTGCGTGAC
24 GGTCTCTCCC 48 CGAACGGCGG




Tabla 3. Centros de desembarque y ubicacién geografica de los sitios de muestreo del
recurso Concholepas concholepas.

LOCALIDAD REGION UBICACION
GEOGRAFICA
Mejillones ; |l Regién | 23°05'S ;70°27’W
Caleta Hornos IV Region 29°30°S;71°15W
(Coquimbo )
Pichidangui (Los vilos) IV Regién w_j 32°08 S ;71°37" W
El Quisco (San Antonio) | V Regién  33°23'S; 71°44'W
Niebla (Valdivia) % X Regién | 39°50' S;73°26'W
Maullin (Calbuco) a X Region | 41°37°S; 73°37'W |
Dalcahue (Castro) 3 X Regién | 42°22'S ;73°37'W
Huafo | X Region | 43°33’S ;74°50' W |
Quellén | X Regién | 43°06'S ;73°42°W s
Corcovado } X Region | 43°31'S ;73°46'W i
Canal Refugio (Pto Xl Regién 43° 58'S ;73° 05 W

aysén)

Puerto natales

Xl Region

51°44’ S ;72° 31’'W
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TABLA 5. Frecuencia alélica para las 13 poblaciones de Loxechinus albus:

Allele \ Locus PGM GPI ICD GSR PEP EST
Allele A 0.1428 0.2527 0.2709 0.2277 0.5188 0.3872
Allele B 0.6309 0.6561 0.6488 0.6375 0.4729 0.6069
Allele C 0.2115 0.0885 0.0786 0.1348 0.0084 0.0055
Allele D 0.0141 0.0028 0.0016 0.0004
Allele E 0.0007




Tabla 6. Coeficiente de deficiencia 6 exceso de heterocigotos por locus (d) en
12 poblaciones naturales y una muestra de juveniles producndos en hatchery de
Loxechinus albus. Significacién estadistica utilizando Chi® (* = p< 0.05, NS=
no significativo).

IQUIQUE

Locus Heterocigotos observados ~ Heterocigotos esperados d

PGM 56 73.16 -0.235 *
GPI 38 56.08 -0.322 *
ICD 16 25.98 -0.384 *
GSR 33 65.45 -0.496 *
PEP-2 45 52.44 -0.142 NS
EST 19 52.10 -0.635
ANTOFAGASTA

PGM 62 51.17 0.212 NS
GPI 32 41.84 -0.235 *
ICD 26 44.32 -0.413 *
GSR 47 52.39 -0-103 NS
PEP-2 32 44.66 -0.284 *
EST 26 41.73 -0.377 *
TOME

PGM 37 42.48 -0.130 *
GPI 26 37.27 -0.302 *
ICD 23 42.72 -0.462 *
GSR 33 36.92 -0.106 *
PEP-2 27 30.28 -0.108 NS
EST 24 37.77 -0.365 *
PTO. AYSEN

PGM 34 46.38 -0.267 *
GPI 31 57.72 -0.462 *
ICD 26 52.78 -0.463 *
GSR 43 60.60 -0.290 *
PEP-2 33 52.83 -0.375 *
EST 26 47.51 -0.453 *
HUEIHUE

PGM 24 4331 -0.446 *
GPI 34 39.76 -0.144 *
ICD 23 42.12 -0.453 *
GSR 42 55.96 -0.249 *
PEP-2 40 57.22 -0.300 *

EST 34 50.82 -0.331 *




Tabla 6. Coeficiente de deficiencia 6 exceso de heterocigotos por locus (d) en
12 poblaciones naturales y una muestra de juveniles produmdos en hatchery de

Loxechinus albus. Significacion estadistica utilizando Chi?

no significativo). Continuacion

(* = p< 0.05, NS=

PTA ARENAS

Locus Heterocigotos observados ~ Heterocigotos esperados d

PGM 23 47.58 -0.517 *
GPI 48 61.05 -0.213 *
ICD 25 49.53 -0.495 *
GSR 49 66.68 -0.265 *
PEP-2 29 47.03 -0.383 *
EST 34 50.80 -0.331 *
VALDIVIA

PGM 46 52.57 -0.125 *
GPI 17 42.31 -0.598 *
ICD 29 47.76 -0.393 *
GSR 30 50.22 -0.403 *
PEP-2 46 43.44 0.059 NS
EST 24 35.40 -0.322 *
CALBUCO

PGM 54 59.61 -0.094 *
GPI 42 49.09 -0.144 NS
ICD 20 34.67 -0.423 *
GSR 47 56.99 -0.175 *
PEP-2 38 54.88 -0.308 *
EST 24 51.31 -0.532 *
HATCHERY

PGM 44 44.15 -0.003 NS
GPI 35 37.75 -0.072 NS
ICD 33 46.54 -0.291 *
GSR 31 33.15 -0.065 *
PEP-2 28 29.53 -0.052 NS
EST 14 44.85 -0.687 *
ISLA GUAFO

PGM 21 75.74 -0.723 *
GPI 31 69.77 -0.557 *
ICD 24 53.83 -0.554 *
GSR 33 53.81 -0.387 *
PEP-2 27 61.49 -0.561 *
EST 35 53.24 -0.343 *




Tabla 6. Coeficiente de deficiencia 6 exceso de heterocigotos por locus (d) en
12 poblaciones naturales y una muestra de juveniles producidos en hatchery de
Loxechinus albus. Significacion estadistica utilizando Chi® (* = p< 0.05, NS=
no significativo). Continuacion

ISLA LAITEC

Locus Heterocigotos observados ~ Heterocigotos esperados d
PGM 29 58.65 -0.506 *
GPI 31 68.50 -0.547 *
ICD 25 48.13 -0.481 *
GSR 27 46.85 -0.424 *
PEP-2 19 52.08 -0.635 *
EST 31 51.47 -0.398 *
SAN PEDRO

PGM 29 60.21 -0.518 *
GPI 27 48.59 -0.444 *
ICD 24 50.05 -0.520 *
GSR 22 49.82 -0.558 *
PEP-2 23 46.33 -0.504 *
EST 23 46.04 -0.500 *
CARELMAPU

PGM 43 55.96 -0.232 *
GPI 42 57.42 -0.266 *
ICD 38 48.18 -0.211 *
GSR 38 50.69 -0.250 *
PEP-2 32 41.01 -0.219 *

EST 32 47.00 -0.319 *




TABLA 7. Variacion genética: resumen para todos los loci. Nei (1987) Molecular
Evolutionary Genetics (p. 176-187)

R R i I I I i R R e e U b o e e e i e i e i S

Locus Tamarfio muestreal na* ne* T*
PGM 2766 5.0000 2 .1583 0.9624
GPI 2826 4.0000 1.9918 0.8553
ICD 2506 4.0000 1.9976 0.8447
GSR 2640 3.0000 2.0990 0.8941
PEP 2506 3.0000 2.0293 0.7347
EST 2554 4.0000 1.9294 0.7021

Mean 2633 3.8333 2.0342 0.8322

St. Dev 0.7528 0.0822 0.0979

* na = Numero observado de alelos

* ne = Numero efectivo de alelos [Kimura and Crow (1964)]

* T = Indice de Shannon [Lewontin (1972)]



TABLA 8. Resumen de las estadisticas de heterocigosidad para todos los loci en las 13 poblaciones
analizadas.

B e R R S R R R R RS SRR RS R RS SRS R R e R R R R R Rl R R R R

Locus Muestra Hom. Obs Het. Obs Hom Esp.* Het Esp* Nei** Het Prom
PGM 2766 0.6370 0.3630 0.4631 0:.5369 0:.5367 0:5096
GPI 2826 0.6929 0.3071 0.5019 0.4981 0.4979 0.4685
ICD 2506 07350 0+2650 0.5004 0.4996 0.4994 0.4686
GSR 2640 0.6417 0.3583 0.4762 0.5238 0.5236 0.5109
PEP 2506 0.6656 0.3344 0.4926 0.5074 0.5072 0.4847
EST 2554 07291 0.2709 0.5181 0.4819 0.4817 0.4759

Promedio 2633 0.6835 0.3165 0.4921 05079 0.5078 0.4864

D. 8. 0.0425 0.0425 0.0197 00197 0,0197 0.0194

* Homocigosidad y heterocigosidad esperada se calculdé de acuerdo a Levene (1949)
** Heterosigosidad esperada Nei (1973)

El numeroloci polimérficos es de : 6
El porcentaje de loci polimérficos es de : 47.06



Tabla 9. Resumen para las estadisticas F y flujo génico para todos los loci. Nei (1987)
Molecular Evolutionary Genetics (p. 159-164)

Locus Sample Size Fis Fig Est Nm*
PGM 2766 02775 0.3092 0.0438 5.4528
GPI 2826 0.3462 0.3823 0.0552 4.2768
ICD 2506 0.4307 0.4691 0.0675 34514
GSR 2640 0.2910 0.3054 0.0202 12.0985
PEP 2506 0.2927 0:3231 0.0429 5.5836
EST 2554 0.4290 0.4363 0.0129 19.1952
Mean 2633 0.3425 0.3691 0.0405 5.9277

* Nm = Flujo génico estimado a partir de Fst = 0.25(1 - Fst)/Fst.
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TABLA 11. Variacion genética: resumen para todos los loci RAPDs.

Nei (1987) Molecular evolutionary Genetics (p. 176-187)
***************************************************************

Locus Tamano muestreal na* ne* fgicd I*
ERI15-1 294 2.0000 1.0442 0.0423 0.1044
ERI15-2 294 2.0000 1.04006 0.0391 0.0977
ERI15-3 294 2.0000 15422 0:. 3516 0.5364
ERI15-4 294 2.0000 1.5302 0.3465 0.5306
ERI15-5 294 2.0000 1.0139 0.0137 0.0413
ERI15-6 294 2.0000 1.0249 0.0243 0.0663
ERI15-7 294 2.0000 1.0514 0.0489 0:117%72
ERI15-8 294 2.0000 1.0761 0.0707 0.1574
ERI15-9 294 2.0000 1.3127 0.2382 0.4017
ERI15-10 294 2.0000 1.1290 0.1143 0.2293
ERI10-1 341 2.0000 1.2923 0.2262 0.3863
ERI10-2 341 2.0000 1.0030 0.0030 0.0112
ERI10-3 341 2.0000 1.0030 0.0030 0.0111
ERI10-4 341 2.0000 1.0259 0.0252 0.0684
ERI10-5 341 2.0000 1.9842 0.4960 0.6892
ERI10-6 341 2.0000 1.0059 0.0059 0.0202
ERI10-7 341 2.0000 1.0564 0.0534 0.1257
ERI10-8 341 2.0000 1.0153 0.0150 0.0446
ERI10-9 341 2.0000 1.0243 0.0237 0.0650
ERI10-10 341 2.0000 1.2547 0.2030 0.3561
ERI10-11 341 2.0000 1.3728 0.2715 0.4430
ERI10-12 341 2.0000 1.0150 0.0148 0.0438
ERI10-13 341 2.0000 1.0090 0.0089 0.0288
ERI10-14 341 2.0000 1.0059 0.0059 0.0202
ERI3-1 266 2.0000 1.1781 0.1511 0.2845
ERI3-2 266 2.0000 1.7621 0.4325 0.6240
ERI3-3 266 2.0000 1.9923 0.4981 0.6912
ERI3-4 266 2.0000 1.9956 0.4989 0.6920
ERI3-5 266 2.0000 1.9113 0.4768 0.6698
ERI3-6 266 2.0000 1.6683 0.4006 0.5902
ERI3-7 266 2.0000 1.6437 0.3916 0.5805
ERI3-8 266 2.0000 10713 0.0665 0.1499
ERI3-9 266 2.0000 1.5777 0.3662 0.5526
ERI3-10 266 2.0000 1.7997 0.4443 0.6364
ERI3-11 266 2.0000 1.3985 0.2850 0.4592
ERI3-12 266 2.0000 1.0038 0.0038 0.0138

Mean 303 2.0000 1.3010 0.1850 0.2928
St. Dev 0.0000 0.3431 0.1832 02533

* na = Numero observado de alelos

* ne = Numero efectivo de alelos [Kimura and Crow (1964)]
* h = Diversidad genética [Nei's (1973)]

* T = Indice de Shannon [Lewontin (1972)]



TABLA 12. Analisis de diversidad génica en las 13 poblaciones .
Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics (p. 187-192)

Locus Sample Size HE Hs Gst Nm*
ERI15-1 294 0.0470 0.0349 0.2574 1.4424
ERI15-2 294 0.0440 0.0319 0.2766 1.3077
ERI15-3 294 0.3529 0.2822 0.2002 1.9972
ERI15-4 294 0.3481 0.2860 0.1784 2.3025
ERI15-5 294 0.0123 0.0120 0.0252 19.3469
ERI15-6 294 0.0246 0.0234 0.0499 9.5293
ERI15-7 294 0.0519 0.0477 0.0816 5.6237
ERI15-8 294 0.0796 0.0600 0.2466 1.5278
ERI15-9 294 0.2539 0.0593 0.7665 0.1523
ERI15-10 294 0.1281 0.0145 0.8866 0.0639
ERI10-1 341 0.2383 0.1826 0.2339 1.6377
ERI10-2 341 0.0029 0.0028 0.0173 28.4349
ERI10-3 341 0.0037 0.0036 0.0223 21.9342
ERI10-4 341 0.0306 0.0259 0.1551 2.7232
ERI10-5 341 0.4859 0.1099 0.7738 0.1462
ERI10-6 341 0.0061 0.0060 0.0168 29.2216
ERI10-7 341 0.0639 0.0518 0.1889 2.1466
ERI10-8 341 0.0147 0.0139 0.0585 8.0536
ERI10-9 341 0.0242 0.0234 0.0320 15.1480
ERI10-10 341 0.2103 0.1695 0.1942 2.0741
ERI10-11 341 0.2350 0.1025 0.5637 0.3869
ERI10-12 341 0.0145 0.0143 3.0199 24.6402
ERI10-13 341 0.0113 0.0109 0.0353 13.6700
ERI10-14 341 0.0069 0.0067 0.0194 25.2940
ERI3-1 266 0.1503 0.1191 0.2081 1. 9033
ERI3-2 266 0.4261 0.1111 0.7394 0.1763
ERI3-3 266 0.4985 0.1409 0.7174 0.1970
ERI3-4 266 0.4983 0.1699 0.6589 0.2588
ERI3-5 266 0.4790 0.2127 0.5560 0.3993
ERI3-6 266 0.4034 0.1370 0.6603 0.2572
ERI3-7 266 0.3847 0.1195 0.6894 0.2252
ERI3-8 266 0.0649 0.0525 0.1911 2.1170
ERI3-9 266 0.3667 0:2365 0.3552 0.9078
ERI3-10 266 0.4447 0.3148 U.2921 1.2116
ERI3-11 266 0.2862 0.1437 0.4979 0.5041
ERI3-12 266 0.0039 0.0038 0.0234 20.8507
Mean 303 0.1860 0.0927 0.5018 0.4965
St. Dev 0.0329 0.0082

* Nm = Flujo génico estimado partir de Gst, Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst
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TABLA 15. Frecuencia alélica para las 12 poblaciones de Concholepas concholepas

Alelo\ Locus EST GPI ICD GSR LAP PEP

Alelo A 0.5491 0.0729 0.0953 0.1094 0.4353 0.0980
Alelo B 0.4509 0.7211 0.7084 0.6937 0.5636 0.7303
Alelo C 0.2060 0.1963 0.1943 0.0011 0.1717

Alelo D 0.0026




TABLA 16. Resumen de las estadisticas de heterocigosidad para todos los loci en las 12 poblaciones
analizadas.

B R e e e e R R E R R R R R R R R R R R PSR EEEEEEEEE EE R SRS R SRR R R EEEEEEEEEEEESE S

Locus Sample Size Obs_Hom Obs_ Het Exp Hom* Exp_ Het* Nei** Ave Het
AA 2116 0.5539 0.4461 0.5046 0.4954 0.4952 0.4871

2180 05257 0.4743 0.5675 0.4325 0.4323 0.4227

BC 2318 0.6040 0.3960 0.5492 0.4508 0.4506 0.4100

BB 1920 0. 5333 0.4667 0.5308 0.4692 0.4690 0.4283

AB 1854 0.6731 0.3269 0.5069 0.4931 0.4928 0.4840

BC 2184 0.5870 0.4130 0.5722 0.4278 0.4276 0.4233

Mean 2095 0.5795 0.4205 0.5385 0.4615 0.4612 0.4426
St. Dev 0.0550 0.0550 0.0293 0.0293 0.0293 0.0339

* Homocigosidad y heterocigosidad esperada se calculé de acuerdo a Levene (1949)
** Heterocigosidad esperada Nei (1973)

El numero loci polimérficos es de : 6
El porcentaje de loci polimdérficos es de: 47.06



Tabla 17. Resumen para las estadisticas F y flujo génico para todos los loci.nei
(1987) Molecular Evolutionary Genetics (p. 159-164)

Locus Sample Size Fis Fit Fst Nm*

AR 2116 0.0843 0.0983 0.0153 16.1320
2180 -0.1193 -0.1062 0.0118 21:0250

BC 2318 0.0298 0.1232 0.0963 2.3465

BB 1920 -0.0012 0.2320 02330 0.8231

AB 1854 0.3146 0.3282 0.0198 12.3656

BC 2184 0.0198 0.0346 0.0150 16.4004
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TABLA 19. Variacion genética: resumen para todos los loci RAPDs. Nei (1987)
Molecular evolutionary Genetics

(p-

176-187)

R R R R R R i I I I I e I e e e e e e b I I b b b e b e i b e S b b b b S S b b e i g

LOCO10-1
LOCO10-2
LOCO10-3
LOCO10-4
LOCO10-5
LOCO10-6
LOCO10-7
LOC0O10-8
LOCO15-1
LOCO15-2
LOCO15-3
LOCO15-4
LOCO15-5
LOCO15-6
LOCO15-7
LOCO15-8
LOCO19-1
LOCO019-2
LOCO19-3
LOCO019-4
LOCO19-5
LOCO19-6
LOCO019-7
LOCO19-8
LOCO41-1
LOC041-2
LOCO41-3
LOCO41-4
LOC041-5
LOCO41-6
LOCO41-7
LOCO41-8
LOC0O41-9

= Numero observado de alelos

o
o

-

Nimero efectivo de alelos [Kimura and Crow
Diversidad genética [Nei's (1973)]
Indice de Shannon [Lewontin (1972)]

(1964) 1]



TABLA 20: Analisis de diversidad génica en las 12 poblaciones. Nei (1987) Molecular
volutionary Genetics (p. 187-192)

Locus Sample Size Ht Hs Gst Nm*
LOCO10-1 360 0.2363 0.2262 0.0428 11.1918
LOCO10-2 360 0.0308 0.0298 0.0334 14.4775
LOCO10-3 360 0.0000 0.0000 *okkx * ok kk
LOCO10-4 360 0.0000 0.0000 o S * ok ok ok
LOCO10-5 360 0.0000 0.0000 % PR e e ok
LOCO10-6 360 0.1516 0.1347 0.1119 3.9698
LOCO10=7 360 0.0658 0.0596 0.0936 4.8399
LOC010-8 360 0.0658 0.0596 0.0936 4.8399
LOCO15-1 356 0.4343 0.4096 0.0568 8.3063
LOCO15-2 356 0.4269 0.4009 0.0608 7.7216
LOCO15-3 356 0.4507 0.3548 0.2173 l.8011
LOCO15-4 356 0.0000 0.0000 o h-eok ek
LOCO15=5 356 0.0000 0.0000 *ox Kk *oxox K
LOCO15-6 356 0.3586 0.3092 0.1378 3.1291
LOCO15-7 356 0.1514 0.1179 0.2212 1.7604
LOCO15-8 356 0.2683 0.1252 0--5333 0.4375
LOCO19-1 360 0.4346 0.3116 D, 2832 1:2656
LOCO019-2 360 0.4199 0.2835 0.3249 1.0388
LOC0O19-3 360 0.4801 0.3886 0.1904 2.1255
LOC019-4 360 0.4743 0.3401 0.2830 1.2671
LOC0O19-5 360 0.0426 0.0397 0.0682 6.8282
LOCOL19-6 360 0.4967 0.3299 0.33589 0.9887
LOCO15-~7 360 0.0000 0.0000 Ll b Kok e K
LOC019-8 360 0.4060 0.3447 0.1510 2.8120
LOCO41-1 258 0.4915 0.4393 0.1062 4.2099
LOCO41-2 358 0.0000 0.0000 Kok ok ekt o
LOCO41-3 3568 0.0292 0.0265 0.0896 5.0800
LOCO41-4 358 0.2395 0.1490 0.3777 0.8239
LOCO41-5 358 0.0000 0.0000 e ok ke
LOCO41-6 358 0.0085 0.0083 0.0241 20,2151
LOCO41-7 358 0.1636 0.1551 0.0521 9.1035
LOCO41-8 358 0.0000 0.0000 R B ol
LOCO41-9 358 0.1174 0.0782 0.3343 09956

Mean 358 0.1953 0.1552 J.20585 1.8331

St. Dev 0.0376 0.0244

* Nm = Flujo génico estimado partir de Gst, Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst
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Anexo 2: Figuras
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Figura 2. Fotografias de los geles de seis sistemas enzimaticos
estandarizados para L. albus




Figura 3. Fotografias de los geles con los patrones de amplificacion de cada uno de los
tres partidores RAPD seleccionados para el recurso Loxechinus albus
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Figura 5. Fotografias de los geles de seis sistemas enzimaticos estandarizados para
C. concholepas.



Figura 6. Fotografias de los geles con los patrones de amplificaciéon de cada uno de los
cuatro partidores RAPD seleccionados para el recurso Concholepas concholepas



Primer 41

Figura 6. Fotografias de los geles con los patrones de amplificacion de cada uno de los
cuatro partidores RAPD seleccionados para el recurso Concholepas concholepas
(Continuacion)
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Figura 7: Distancia genética ( Electroforésis enzimatica)
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Figura 10: Distancia genética estimada utilizando Random Amplified Polimorfic
DNA (RAPds)




Anexo 3: Presentacionesy
Panel




Presentacion 1: Caracterizacion genético — poblacional
del recurso Concholepas concholepas

Presentacion 2: Estructura genética poblacional de
Loxechinus albus (Molina 1782) a lo
largo de la costa chilena, utilizando
analisis de electroforesis enzimatica y

RAPD:s.

Presentacion 3: Estado de la caracterizacion de
recursos genéticos acuaticos

Panel:  Caracterizacion Genética poblacional
para el manejo y la conservacion de
recursos marinos de importancia para la
acuicultura y pesqueria



Presentacion 1: Caracterizacion genético — poblacional
del recurso Concholepas concholepas
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a los sels loci polimorficos resueltos en fas 12

poblaclones de C. concholepas

EC.

1.37
7]

1540

Lmnm.

Q)Buffer TEBpHI0: Elecwddo y gel 1052 g/ Tris; 5.36 g Acido Bérico;
02769/ EDTA

EDTA Gel: 16:35g/ Trs, 9.04 g/t Acido citrioo, 69 gAt Na EDTA

=110 por pob

N° de

Medicion de longitud peristomal

Tres tipos de tejido = gonada, hepatopancreas y

borde del manto

Almacenamiento de muestras = nitrdgeno liquide y

etanol (95%)
Anilisis slectroforético y RAPDs

1 £8382
gzzp 3EEEE
gz BEEEEEE
331 EEEEEEEE
g8
$3832%

1. Valdvia 2. Maulin 3. Casa 4. Quellon 5. Corcovado 6. Isia Gualo 7. Plo. Aysén 8. Mejiiones 8

Caquimba 10. Los Vilos 11. San Antonio 12.Pto. Natales

Matriz de similitud genética ylo distancia genética de Nei

* Nm = Flujo de genes estimado de Fst = 0,25 (1-Fst)/ Fst

disticas F y flujo génico para todos
de C.

para las
los loci a través de las 12 pob

Nei (1987)

Hot®

Loeus Sample Obs_ Obs_ Exp.  Exp_  Nei™ Ave_Het
Sizo Hom Het Hom*

543833 o2

sssses S5

§88835 st

i
H
i
g

........

.....

0650 0.0580 0.0203 092603

" Nel's (1473) expected heterazyyosity

Resumen de las estadisticas de heterocigosidad

para todos los loci en las 12 poblaciones de C.

concholepas




de Nei

Variacién genética: resumen para todos lod loci RAPDs (continuacion)
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Cocktall de | Programa
reactivos _|termaciclador|

N gentmico
Buffer
o
Enzima
Primer

%Mezda de Reaccion. (25 ;
Agua destiads Estéri

Secuencla
5°-GAGCACGBGG3”
"-CGTCTGCCCG-3”
"-GCAGBACTGC3

Locus SsmpleSize Bt Hs  Got  Nm®

Anilisis de diversidad génica en las 12 poblaciones

de C. concholepas
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Presentacion 2: Estructura genética poblacional de
Loxechinus albus (Molina 1782) a lo
largo de la costa chilena, utilizando
analisis de electroforesis enzimatica
y RAPDs.
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Presentacion 3: Estado de la caracterizacion de
recursos genéticos acuaticos
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Panel:  Caracterizacion Genética poblacional
para el manejo y la conservacion de
recursos marinos de importancia para la
acuicultura y pesqueria




CARACTERIZA’CIéN GENETICA POBLACIONAL PARA EL MANEJO Y LA
CONSERVACION DE RECURSOS MARINOS DE IMPORTANCIA PARA LA
ACUICULTURA Y LA PESQUERIA.

'

= . ® Ana Maria Vergara M * ;

e

RESUMEN

Una parte importante de nuestra economia se basa en
1& explotacion de los recursos marinos y enla
@cuicutura. Por esto se deblera incorporar 4 estas
activdades, o eptos de manejo v uso sustentable
para s conservacion d»} fa biodiversidad La
dad ha sido siempra
ysistemas) dejando de fads
es, como lo es al nivel de genes Si
@ dichos recursos asi
oo también, levar 8 cabo una acuicultura
responsable es de urgente necesidad conocer el
£ pol ones naturales, & MeNos
jue estan siendo explotadas
Gomerciaimente La principal causa del atraso snla
jmplementacion de medidas apropiadas de
&n 2 nivel genébico parece ser ia IgNorencia o
indiferencia hacia las impkcancias de los estudios
a poblax structura geneética,
identificacion de poblaciones y stocks) los cuales son
indieadores del impacto de las achividades de
Dpesqueria, acucultura y repoblacion sobrs las
pobilaciones natrales 8 manejar y conservar
Con el proposito de establecer la estructura gendico
poblacional de dos importantes recursos bentidnicos de
I'DQ?SVG pais, Loxechinus albus (enizorop), ¥
o {ioco)
icas entre poblacines @
tarsn mue;fras‘ ab

Centro de M:
controtado y

DOS!N&S dl!e'cm 1ack mne

BPNakes serin enakzades s o genstico poblacianal
usando las técmicas de ele enziméabca y ADN
wlikzando marcadores RAPDs Ademés, se analzarsn
de hatchery {reproductores ¥

on el proposito de evaluar el ipo dé impacto
S0be I8 composicion genébica de las poblaciones
paturales causadas por las actwidades de raslado de
semilias para ef de culivo y

PROYECCIONES DEL PROYECTO

Elsector pes: 0 @n Chile ha expenmentado un importante incremento en Ic
I3 economia nacional
Dentro del sector pesquer cuicultur "
creamiento promedio o
sustentablhdad en el largo plez:
08 récursos pesqueros que dem
o, el desatio de la sus
ada para asegurar la abun
ste mod

las
de

dancia y permanencia de 1os recurso 0
&l manejo y uso sustertable de 10s recursos es una gran respe
amente los factores que limitan la cor £i6n y manejo de
ca 'y tecnok usencia de progran
nales
ste sent
of mane
ue regulan 1a ¢
abundan Sl recimiento del s
utiizados por la presente y las fut

aype ctor

uras gener:

Conocimie nocimiento
mu estructura

genética de

os alimos afio

5 recur

Toro Y., Jorge E**; Ojeda P., Johana A ** y Olate D. Rosella B.*

olepas serdn cokctack caiidades con mayor

anak:
Eppendort Para el recurso en

aricuitura Hueinue (F i
pasteriormente, la progente de dicho:

POM(2751),EST(31.1
)

it r distancia®, en
independiertes ya que existirs una estuctura
tocaidad en particular

donge
uopot

através de

0s IDH (1 1.12),

POH

5111, ATT2611),
318, PGI(53.13),

caracterizara. rxa:r de pokmol
y equiiorio ”*"N\’"‘ werg S

morfismo,

Se calculara

2 neterogeneidad o
Niswander, 1970, mrw' fark. 1989

efecns en cada &
ional que

e el M

génicoenuna

C.- Caracterizacion genético poblacional a través de anlisis de ADN utilizando

RAPDs:

G.1.- Andiisis de ADN:
Lathomica RAPD (Rando
{polymerase chan reaction
DA % LIZa para ampinic

10 bases) esiste una ata probabi

vy ampified

regiones antnim;
dad de que, repart

InVertidas que sean complementanas muy proamas entre
Para este tipo de andlisis se rabajars con 50 NdMviduos

jempler muesreado se le determinara

isecar
muestra g
anaHsi

020 de aprodm:
tejah se fjars en con

C.2- Extracciin de ADH:
Se extraers el ADN gentmic

proc c 0
concentrador (disecador SAVA
anstituyendo una

C3-A dof
Se Uaizaran 48 primers (v
generar martadores molecutares
muestreadas
Tevarin a cabo ampif
ulira Geigacos de 500 i (Gor
OHCion 3 establecen), 02 mM
OGTP, GATP, ATTP.
polimerasa (Promega), aguz
‘acete mineral para evi:
protocolo del termo-cicladar sevd e
35 cicios de 34°C por 20 segundo
£0/1a manpuiscion, para prevens
funtas desechaties, a3 ruaies s 2
desechanies, Ademss, en
restra negatha (sin ADN)

actividade
55 grande:

dinamicas e importants
s de la acu
va mas plausible para incrementar

podré satis

nsabilidad que compate alos ¢

S acusbcos

ntificos y sector
orresponden prAncipaimente a
mas apropiadc

una primera nstancia conocimientos
5.V pCCtmr-!*x—n!»« difundir

05 El fin ulbima &5 asegunar ia

w quero v los INgreses que este geneca puédan ser

a0amer

MA), 2.0 MM MGCI2, 0.4 MM ¢
destiada y PCR-buffer (P
evaporacien y se colocard en un Tt

200-400 mg de 1

asa en
tre 5 y 10 mer (prmer) con Una secuencia
" gendmico Debeo 3 que e priner s (G
cuentren pequefias repeticianes
12 que serviian de stios para el primer

ada una de las poblaciones muestreadas A cads
u longitud m&ma (i) con un pié de metro y se fe procederaa

cel barde del manto. Esta

y 58 conservaré a B 20°C a |a esperade s

) mg) fjado previaments en etancl al 96%

=)
sis-Dufler (50-mM Tris-HCI (pH 8.0). 1.0% SDS, 25nM EDTA) ton

°C durante 12 horas,

o A-\vmue ADN 2

I petet e ADH etraion se resuspenderd (ncubando 2 60°C par ‘10 mnutos) en
e aimacenard a-20°C, hasta el momento de Ia amphn

echnoges) e

3da uno de los

ada set de muestras 3

Revara 30300 £n badejas 0= L2

Medidas de manejo
para el
suster

Determing
variabiidac

R betchory

PCR:

190 se I

adicionard 500 i de tna soleidn ae
art e un vortex y se centrfugard a 13 000 (pm

icieiCos se precipitaran con la adicion de 100044

ei freezer a B20°C por

i de agua bitestiadsy

emplan) con el fn de
taciones y especes
i (en tubos para PCR

nomico exraido (en ura
de triphosphates, oC TR,

rmer, una unidad de T (Thenmus flavus) ADN

92) La reaccion serh cuberta conune gutale
ciclador (Amp Thermolyne inc). €1
or 3 minutds, seguida de
Se terora especisl cudaoe
03 muestra Se usaran § fﬂasepp\!\dfﬂ
Junto con todos 105 kD08 ¥ purtas que serdn
car en 1 o reckiads, e adchioard Ui

se separarsn en geles de agarosa
m 4cido borico, 1M EDTA pH8)
Technologies) se corerdn en
fragmertos RAPD se visualzaran con una
e enaoia, ) vkeackiong
0 (1999)
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