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RESUMEN EJECUTIVO

El presente documento informa los resultados de la investigacion realizada en el
proyecto FIPA 2015-14 que tuvo como objetivos 1) identificar las especies del género Mytilus
en Chile; i1) determinar posibles eventos de hibridacidn; iii) establecer la distribucion espacial
de la diversidad genética mediante un analisis filogeografico y iv) realizar un analisis de riesgo
desde el punto de vista productivo y de la biodiversidad, considerando la factibilidad de realizar
programas de repoblamiento y cultivo en zonas geograficas no utilizadas actualmente. Para
ello, se muestrearon 38 localidades ubicadas entre IV region y la XII region de Magallanes. Se
realizd un extenso muestreo que abarco alrededor de 3000 km de costa, lo que corresponderia al
rango de distribucion de Mytilus en Chile. No obstante, hay areas donde no existe registro de
este molusco (30°16°-36°317; 37°10°-38°47; 38°48°-39°23”). A cada animal se le disecté un
trozo del tejido del manto para extraer el ADN, con el cual se realizaron analisis moleculares,
tales como: (i) amplificaciéon de genes diagnodstico y ejecucion de ensayos RFLP para
identificar a nivel de especie los animales que habitan la costa chilena; y (ii) secuenciacion de
locus nucleares y mitocondriales para realizar la reconstruccion filogenética, la delimitacion de
especies y andlisis filogeografico. Los analisis filogenéticos mostraron una clara separacion en
las especies de Mytilus. Particularmente las especies de Mytilus presentes en Chile, estan
representados por dos clados bien diferenciados: Mytilus chilensis y M. galloprovincialis. En
este mismo sentido, las muestras disponibles de Espafia y Chile (representadas por Llico, isla
Quiriquinas, Lota y Tubul) confirman que M. galloprovincialis esta presente en Chile. Ademas,
el andlisis de delimitacion de especies (en base a la teoria de la coalescencia y usando
estadistica de verosimilitud y bayesiana) indicO que Mytilus chilensis es una especie

taxondmicamente y filogenéticamente valida, por tanto el complejo Mytilus edulis estaria
2



representado por cuatro especies (M. edulis, M. galloprovincialis, M. trossulus, M. chilensis).
Por otro lado, los analisis filogeograficos muestraron que M. galloprovincialis (mejillon del
Mediterrano) fue introducido en Chile. Esta especie habita casi exclusivamente dentro de la
region del Biobio con una muy baja frecuencia en el resto de la costa chilena. Probablemente la
dispersion de esta especie se encuentra limitada por las caracteristicas biogeograficas del sector.
En ese sentido, también existe una baja presencia de Mytilus chilensis en la region del Biobio.
No obstante, cuando ambas especie co-habitan producen hibridacion, la que se identificod
mediante el ensayo RFLP del gen de la proteina adhesiva del pie. Sin embargo, este tipo de
hibridacién es poco frecuente y solo fue encontrada en las localidades de Coliumo (8%), Lota
(4%) y Llico (4%). Probablemente esta hibridacion se encuentra limitada debido a que el rango
geografico de estas especies no se sobre-ponen en Chile (simpatria). Seguramente, si
aumentaran las zonas de contacto este fenomeno seria mas frecuente. Aunque no existe datos de
los efectos (ecologicos, bioseguridad y/o productivos) que podria tener este tipo de hibridacion,
en el analisis de riesgo y FODA se profundizan las supuestas consecuencias que podria acarrear
este fendbmeno asi como también la introduccion masiva de especies fuera de su area de

distribucidn natural.

Eventos de hibridacion de alta frecuencia (zonas hibridas) solo fueron encontrados en el
estrecho de Magallanes, tal como fue reportado anteriormente. Los resultados apuntan que esta
zona hibrida se encuentra ligado estrechamente a uno de los principales puertos del pais (Puerto
de Punta Arenas). La hibridacion mas frecuente encontrada en este estudio fue la que se

produce entre las especies M. edulis y M. chilensis.



En conclusion y en base de los resultados de este proyecto es que: (i) La validez
taxondmica de Mytilus chilensis (bajo el concepto filogenético de especie) se observa como una
ventaja para la mitilicultura nacional ya que se considera que es una especies endémica que
habita principalmente la costa chilena, pero tambien hay registro de su presencia en algunos
sectores de Argentina, Nueva Zelanda y sur de Australia; (ii)) recomendamos no realizar
traslados masivos de choritos para la mitilicultura entre la Region del Biobio y la Region de los
Lagos, debido a que se produciria una dispersion de la especies invasora M. galloprovincialis y
es de amplio conocimiento los efectos negativos que esta especie ha causado en la fauna nativa
(e.g. Sudafrica); (iii) se recomienda realizar una investigacion respecto de la presencia de
Mytilus galloprovincialis en la region del Biobio. Ya que es importante conocer los parametros
(biogeograficos, antropogénicos, biologicos reproductivos, larvales, etc) por los cuales esta
especie se encuentra limitado a un reducido rango geografico (36° 31’ 51,28’S hasta 37° 08’

53,63°°S).
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Anexo 06. RFLP 16S: Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que
indica los patrones de RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM)
después de la digestion con: EcoRV, Nhel y Spel (primer 16sAR/16sBR). M.chilensis
(fragmentos de 342 pb y 167 pb), M. galloprovincialis (fragmentos de 342 pb y 195 pb),
hibrido M.edulis/M.chilensis (fragmentos de 342, 85, 82 y 28 pb). Los fragmentos bajo
los 100 pb son dificiles de visualizar, sin embargo, esto no afecta la caracterizacion, tal
como lo indica el trabajo original (Westfall et al. 2010). (1) Mc (Metri, Chile), (2) Mg
(Galicia, Espafia), (3) Mc (San Gregorio, Magallanes Chile), (4) Mc (Lota, Chile), (5)

Mg (Lota, Chile), (6) Mc (San Gregorio, Magallanaes Chile). (-) Control negativo.............
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General

Identificar y caracterizar genéticamente las distintas especies que componen el denominado

complejo Mytilus a lo largo de su actual distribucidon geografica en la costa de Chile.

1.2. Objetivos Especificos

1) Identificar las especies del genero Mytilus en Chile.

2) Determinar posibles eventos de hibridacion entre las especies.

3) Establecer la distribucion espacial de la diversidad genética de las distintas especies
mediante un analisis filogeografico.

4) Realizar Analisis de Riesgo desde el punto de vista productivo y de la biodiversidad,
considerando la factibilidad de realizar programas de repoblamiento y cultivo en zonas

geograficas no utilizadas actualmente.
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2. ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE

Las especies del género Mytilus son importantes tanto en términos ecoldgicos como
econdmicos y por lo mismo han sido extensamente estudiados a nivel global. Sin embargo, el
estado taxondémico del denominado complejo Mytilus edulis (las especies = M. edulis, M.
trossulus 'y M. galloprovincialis) ha sido controversial principalmente los animales que habitan
el hemisferio sur (MacDonald et al. 1991). A finales del siglo XIX se describio una especie
diferente de mejillon que solo habitaba la costa de Chile a la que se le denomina
vernacularmente “chorito” o “quilmahue”, pero se clasific6 como Mytilus chilensis (Hupé,
1854). En la industria mitilicultora a estos animales se le conoce como el mejillon chileno
(cédigo taxonomico 3161000103 - FAO). Este mitilido nativo ha mostrado un incremento
sostenido en su produccion, desde 1993 con 3.864 t a 238.088 t el afio 2014 (Sernapesca 2014).
La contribucion de la produccion de mitilidos al total de la produccion acuicola en Chile,
incrementod de 6,1% el 2001 a 31,6 % el 2012, mientras que la produccion de Mytilus chilensis
correspondio al 56% del total de la produccion de moluscos en Chile (Sernapesca, 2014). Por lo
tanto es una especie, dentro de la acuicultura chilena, de alta importancia econémica y social,

convirtiéndose asi, en la inica especie nativa marina con importantes volimenes de produccion.

El nivel taxondmico de Mytilus chilensis (mejillon chileno) ha sido motivo de trabajos
cientificos por mas de 80 afios (Lamy 1936; McDonald et al. 1991; Koehn 1991; Toro 1998a,
Daguin y Borsa, 2000, Carcamo et al. 2005, Toro et al. 2005, Martinez-Lange et al. 2005,
Gerard et al. 2008, Westfall et al. 2010, Ougajjou et al. 2011, Borsa et al. 2012, Oyarzun et al.
2014, Astorga et al. 2015, Oyarzun et al. 2016a, Gaitan-Espitia et al. 2016). Sin embargo, en la
literatura cientifica atin no se llega a un consenso respecto al estado taxonémico del mejillon
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chileno. Bajo un contexto comercial la correcta clasificacion taxondémica de las especies cobra
relevancia en el area de la produccion de alimentos (e.g. acuicultura) ya que esta informacion es
importante para proteger los derechos del consumidor mediante la trazabilidad de los alimentos,
y con ello se pueden controlar el movimiento de especies en el marcado asi como la
diferenciacion de precios de acuerdo a su denominacién de origen (i.e. European Normative,
Regulation (CE) N° 104/2000 and N° 2065/2001 — Muehlbauer et al. 2014). Particularmente la
clasificacion taxondémica del mejillon chileno ha sido de mayor interés para los cientificos y
recientemente para las autoridades marinas chilenas. No obstante, debido a temporadas de baja
captacion de semillas (larvas) en algunos centros (e.g. sector fiordo de reloncavi 2011-2012 —
mundo acuicola), la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura recibio solicitudes para traslado de
juveniles desde una Regién a otra. Esta situacién dio cuenta de que existia un alto
desconocimiento respecto a las especies de mejillones que habitan Chile y a su distribucién. No
obstante, existen publicaciones cientificas que han estudiado el estado taxondmico del mejillon
chileno. Martinez-Lange et al. (2005) validaron la especie Mytilus chilensis utilizando DNAs
satélite. Santaclara et al. (2006) tambien reconoce al mejillon chileno como una especie
diferente y propone un método molecular para identificarlo. Resultados similares fueron
reportados por Ougajjou et al. (2011) mediante la utilizacion de nueve microsatélites. Mas
recientemente Oyarzin et al. (2014), bajo el concepto biologico de especie, reportaron que las
diferencias en la ultraestructura espermatica entre las especies del complejo Mytilus edulis
entregan informacion suficiente para validar la especie chilena. Por otro lado, hay algunos
trabajos que indican lo contrario. Los franceses, Borsa et al. (2012), en una revision publicada
en la revista Comptes Rendus Biologies, sugieren que la especie chilena deberia clasificarse
como Mytilus edulis platensis, es decir una subespecie de Mytilus edulis, la cual se reconoce
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como endémica del hemisferio norte. De la misma forma, Astorga et al. (2015) proponen dos
clasificaciones: la primera indicaria que las especies que habitan America del sur
corresponderian a Mytilus planulatus, y la segunda seria adoptar el nombre cientifico Mytilus
platensis, como sefialan Borsa et al. (2012). Hasta aca ya existe una notoria contradiccion en
terminos taxondmicos. No obtante, un grupo neozelandes, Westfall et al. (2010), llegan a la
conclusién de que el mejillon chileno corresponderia a un linaje sur de la especie Mytilus
galloprovincialis proveniente del mar mediterraneo. Ademas, desarrollan un marcador
molecular mitocondrial (basado en la seccion 16S) para identificarlas e indican que esta especie
también habita en Nueva Zelanda, sur de Australia y Tasmania. Sin embargo, ninguno de los

trabajos antes mencionados realiza algun estudio de delimitacion de especie.

Entre las especies de genero Mytilus, la morfologia de la valva no presenta grandes
diferencias morfoldgicas a nivel especifico (Toro 1998a, Oyarzin et al. 2014b, Illesca 2015), es
decir no es posible diferenciar taxativamente las especies de acuerdo a la forma y/o coloracion
de la valva ya que este cardcter es muy plastico. Es por ello que se han desarrollado diferentes
marcadores moleculares que han sido muy ftiles para determinar las especies. Es asi que se han
publicado diferentes ensayos RFLP y partidores diagndstico de identificacion (Corte-Real et al.
1994; Inoue et al., 1995; Ohresser et al 1997; Toro, 1998b; Comesafia et al. 1998; Daguin et al.
2001; Rego et al. 2002; Bendezu et al. 2005; Santaclara et al. 2006; Fernandez-Taje et al, 2011;
Ouagajjou et al. 2011; Westfall et al. 2010; Lasota et al. 2013). Toro y Oyarzin (2014),
probaron los marcadores mas utilizados en la literatura (Me, EFbis, mac-1, RFLP 16S, RFLP
COIXba, RFLP Myti), con muestras de ejemplares de Chile provenientes de 36 localidades
abarcando aproximadamente 3000 km de costa y concluyeron que para determinar las especies

que habitan la costa chilena, se debe aplicar tanto marcadores nucleares (como Mel5/16) como
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mitocondriales (como el ensayo RFLP COIXba) a los ejemplares en cuestion. Ademas, indican
que los marcadores EFbis y mac-1 no son resolutivos para identificar las especies del
hemisferio sur (Buchner, 2016). No obstante, aunque han sido de ayuda los marcadores
moleculares, no han solucionado el problema de fondo que es la delimitacion de las especies
dentro del complejo Mytilus edulis. Quizas la mayor problematica ha sido que estas especies
hibridizan lo que dificulta los analisis, pero también se han realizado muestreos que llevan a
mayor confusidn, principalmente los realizados por investigadores extranjeros; lo cual ha
causado que los resultados sean confusos acerca de la distribucion de las especies identificadas.
Por ejemplo, en el trabajo de McDonald et al. (1991) se sefiala que las muestras provenientes de
Chile fueron extraidas de Chilo¢ y Yaldad, tomadas erroneamente en cuenta como dos
localidades distintas. En el trabajo de Borsa et al. (2012) también realizan esta distincion
considerando a Chiloé como una localidad diferente a Ancud y Quellon. Por tanto, la precision

de algunas de estas investigaciones no ha ayudado al entendimiento biogeografico del grupo.

Una caracteristica comun de los mitilidos es su prolongada vida larval pelagica (30 a 45
dias), lo que les otorga alta capacidad de dispersion (flujo génico) y la posibilidad de
propagarse tanto de forma natural como antropogénica (a traves de aguas de lastre en los
barcos) (Gosling 1992; Toro et al. 2004a). Por lo tanto es importante un monitoreo en los
sectores de alto transito maritimo. En el 2005 se detectd por primera vez en la costa de la
Region del Bio Bio a la especie exdtica, Mytilus galloprovincialis o conocido también como
mejillon del Mediterraneo o mejillon Gallego (Toro et al. 2005). Tarifefio et al. (2012) indican
que en primera instancia a esta especie se le identificaba erroneamente como Mytilus chilensis.
Por tanto, se desconoce hace cuanto tiempo M. galloprovincialis vive en la costa de la Region

del Bio Bio. Luego Toro y Oyarzin (2014) confirman la presencia de este mejillon mediante la
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utilizacion de marcadores que no habian sido utilizados en los trabajos previos (Myti y
COIXba). Asi se confirmd la presencia de Mytilus galloprovincialis en las localidades de
Coliumo, Dichato, Isla Quiriquinas y Tumbes. De todos modos su presencia reviste cierta
importancia dado a que esta especie es reconocida como un importante invasor marino
(McQuaid y Phillips, 2000, Lowe et al. 2000; Bownes y McQuaid 2006; Braby y Somero,
2006; Mead et al. 2011; GIDS 2012). Existen claros ejemplos de los efectos de la introduccion
M. galloprovincialis en California (Braby y Somero 2006) y Sudafrica (McQuaid y Phillips
2000, Robinson et al. 2005; Zardi et al. 2008); en ambos casos ha existido un desplazamiento
de las especies nativas y un cambio en la estructura comunitaria que habita el submareal
superior. A la fecha han existido reportes de Mytilus galloprovincialis en la Bahia de Tongoy
(IV Region) (Tarifefio et al. 2012), Bahia de Concepcion (VIII Region) (Toro et al. 2005;
Westfall y Gardner 2010; Tarifefio et al. 2012; Toro y Oyarzun 2014) y Region de Los Lagos y
Magallanes (X y XII Regiones) (Toro et al. 2005; Borsa et al. 2012; Oyarzin et al. 2016a).
También se ha reportado la presencia de otros mitilidos en Chile. Mytilus edulis ha sido descrita
en el mar interior de Chiloé (Borsa et al. 2012) y en el Estrecho de Magallanes (McDonald et
al. 1991; Toro y Oyarzin 2014; Oyarzin et al. 2016). Tambien, se han encontrado alelos de M.
trossulus en la Region de los Lagos (Fernandez-Tajes et al. 2011; Larrain et al. 2012; Toro y
Oyarzan 2014) y en el estrecho de Magallanes (Toro y Oyarziun 2014; Oyarzan et al. 2016a),

aunque a la fecha no existe evidencia de la taxa pura.

Estas especies tienen la capacidad de hibridizar cuando habitan en zonas de contacto
(Bates y Innes 1995; Comesafia et al. 1998; Toro et al. 2004b; Elliott et al. 2008; Brannock et
al. 2009; Brooks y Farmen 2013, Oyarzun et al. 2016a). De hecho, recientemente se ha descrito

una zona hibrida de ~100 km en el Estrecho de Magallanes (XII Region) (Oyarzin et al. 2016).
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Al parecer existe evidencia de una mayor adecuacion biologica (fitness) en hibridos resultantes
del cruzamiento entre M. chilensis y M. galloprovincialis, probablemente vinculado al vigor
hibrido (Toro et al. 2012; Oyarzun et al. 2013; Valenzuela et al. 2016). Aunque se desconocen
varios aspectos relacionados con este fenomeno, como por ejemplo, ;que efectos ecologicos
podria tener una zona hibrida? o ;cuales serian los efectos/consecuencia que podrian conllevar
los hibridos de Mytilus en la industria mitilicultura nacional? En el analisis FODA se
profundizan estan interrogantes. No obstante, es importante mantener un monitoreo de estos

sectores, tal como lo indican Toro y Oyarzin (2014).

Otro aspecto importante que se debe considerar para un apropiado manejo del recurso
Mytilus, es el conocimiento respecto a la genética poblacional de estos animales. Toro et al.
(2004a y 2006a) estudian las diferencias genéticas entre los bancos naturales mediante la
utilizacion de alozimas (Pgm, Gpi, lcd, Me, Gsr, Lap y Pep) y RAPDs, muestreado ocho
localidades en un rango de 1800 km de costa (Arauco, Queule, Valdivia, Calbuco, Ancud,
Yaldad, Pto Marin Balmaceda y Punta Arenas). Los resultados indicaron una baja
diferenciacion genética entre las ocho localidades analizadas. Ademas, se descubrieron altos
niveles de flujo génico lo que sugiere que estas localidades actian como una metapoblacion con
un alto grado de cruzamiento. No obstante, los ejemplares de choritos que habitan el Estrecho
de Magallanes (Punta Arenas) fueron genéticamente diferentes a las otras poblaciones.
Posteriormente Larrain et al. (2015) realizaron un estudio de diversidad genética usando nueve
microsatelites, para lo cual muestrearon seis lugares provenientes de tres zonas: (1) zona de
Reloncavi (Quillaipe, Pichicolo, Caleta La Arena, Canutillar); (2) zona de Chilo¢ (Canal
Coldita) y la (3) zona de Magallanes (Isla Peel). De acuerdo a lo reportado por lo autores, en las

localidades muestreadas en la zona de Reloncavi y Chiloé, las muestras se extrajeron de los
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centros de captacion de semillas, en cambio en la zona Magallanes la muestra fue colectadas de
un banco natural. Larrain et al. (2015) indicaron que a pesar de la gran distancia entre los sitios
de muestreo la diferenciacion genética entre ellos fué baja. El andlisis bayesiano realizado
concluy6 que la estructura poblacional mas probable fue de dos grupos, mientras que el analisis
de agrupamiento no paramétrico identifico entre dos y cuatro grupos. No obstante, ambos
analisis mostraron un alto nivel de mezcla dentro de los grupos. Luego Araneda et al. (2016)
mediante el uso de 1240 SNPs, en las mismas localidades utilizadas en el trabajo anterior (i.e.
Larrain et al. 2015), encontraron que los animales que habitan la localidad muestreada en la
patogonia (Isla Peel) fue la mas distinta en términos genéticos, precisamente estas animales
corresponden a los extraidos de banco natural. Tambien indican una divergencia adaptativa
entre las muestras de Reloncavi y Chiloé provientes de centro de captacién. Por otro lado,
Valenzuela (2016) en su tesis doctoral compard animales de diferentes centros de engorda
dentro de la Region de los Lagos. También encontré6 poca divergencia entre las diferentes
localidades analizadas. Esta alta similitud genética probablemente estd dada por el alto traslado
de semillas entre las localidades de la costa del interior de Chilo¢ y el fiordo de Reloncavi. Al
parecer los resultados entre los distintos trabajos publicados han sido consistentes. No obstante,
en el presente proyecto se realizaron analisis respecto a la genética poblacional de bancos
naturales, tanto para la especie Mytilus chilensis como Mytilus galloprovincialis.

Principalmente en esta ultima especie no existen estudios previos en Chile.
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3. METODOLOGIA DE TRABAJO

3.1. Metodologia para identificar las especies del género Mytilus en Chile

3.1.1 Muestreos: Se colectaron muestras de ejemplares del género Mytilus en forma aleatoria
en 30 de las 38 localidades de la costa de Chile (ver detalle en la Tabla 1). Los animales fueron
extraidos del submareal e inmediatamente fueron tratados, sexando cada animal mediante un
frotis gonadal y visualizacion de las células germinales en un microscopio optico. En seguida se
extrajo una muestra del tejido del borde del manto para extraer el ADN, muestra que se coloco

en etanol 95%.

3.1.2 Extraccion de ADN: De cada animal (30 animales por localidad) se disectd un trozo de
aproximadamente 100 mg (~5 mm?) de tejido del manto que se fijo en etanol al 95% y fue
almacenado a 4°C para su posterior analisis. Para la extraccion de ADN se utilizé el kit
Genomic DNA Mini Kit (Tissue) de marca Geneaid® con el que se obtuvo un ADN libre de
impurezas. Este ADN fue almacenado a -20°C hasta el momento de los analisis. E1 ADN

extraido fue utilizado para realizar los analisis de RFLP y de secuenciacion.
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Tabla 1. Sitios de muestreo, coordenadas geograficas, tipo de ambiente del que se extrajeron

animales, fechas de los muestreos y nimero de individuos muestreados. * Localidades donde
no se encontraron mejillones del género Mytilus.

REGIONES N Localidades Coordenadas amT;%‘:“e FECHAS iﬂ;
IVRegién 1 Tongoy 30°15'S ;71°30'0 _ Cultivo 07/02/2016  *
2 Pelluhué 35°52'S ;72°40'0  natural 25/01/2016  *

3 Cobquecura 36°04'S ;72°48'0  natural 25/01/2016  *

4 Colmuyao 36°10'S ;72°49'0  natural 25/01/2016  *

5 Pudal 36°29'S ;72°54'0  natural 26/01/2016  *

VIll Regién 6 Dichato 36°32'S ;72°56'0  natural 26/01/2016 30
7 Coliumo 36°37'S ;72°57°0  natural 26/01/2016 50

8 Tumbes 36°38'S ;73°05'0  natural 26/01/2016 30

9 Isla Quiriquinas 36°38'S ;73°03'0  natural 27/01/2016 30

10 Lota 37°05'S ;73°10'0  natural 26/02/2016 50

11_Isla Mocha 38°25'S ;73°54'0 _ natural 14/03/2016  *

12 Bahia Llico 37°11'S; 73°33'0  natural 05/12/2015 50

IXRegién 13 Caleta Ranguil 37°32'S; 73°36'0  natural 05/12/2015  *
14 Tubul 37°43'S; 73°39'0  natural 05/12/2015 30

15 Tirua 38°20'S; 73°30'0  natural 05/12/2015  *

XIV Region 16 Chaihuin 39°56'S; 73°35°0  natural 22/11/2015 30
17 Rio Tornagaleones 39°53'S; 73°22°0  natural 22/11/2015 30

18 Quillaipe 41°29'S ; 72°18°0 natural 26/11/2015 30

19 Metri 41°35'S ; 72°42°0 natural 26/11/2015 30

20 Bahia lique 41°37’S ; 73°04'0 centro 26/11/2015 30

21 lIsla Poluqui (Calbuco) 41°48'S ; 73°05°0 centro 27/11/2015 30

X Region 22 Rilan (Chiloe) 42°31'S ; 73°37°0 centro 28/11/2015 30
23 La planchada (Chiloé) 42°30’S ; 73°27°0 centro 28/11/2015 30

24 Teupa (Chiloe) 42°40'S ; 73°40°0 centro 28/11/2015 30

25 Maullin 41°37'S ; 73°35°0 natural 27/11/2015 30

26 Huildad (Chilog) 42°29'S ; 73°46°0 natural 28/11/2015 30

27 Pichicolo 42°00'S ; 72°35'0 natural 30/11/2015 30

28 Puerto Raul Marin Balmaceda 43°46'S : 72°56°0 natural 15/02/2016 30

Xl Region 29 Pyerto Cisne 44°44'S ; 72°41°0 natural 22/02/2016 30
30 Puerto Aguirre 45°09'S ; 73°31°0 natural 26/02/2016 30

31 Bahia Fanny 52°34'S ; 70°04°0O natural 26/01/2016 30

32 Buque Quemado 52°19S ; 69°29°0 natural 26/01/2016 30

33 Muelle Loreto (Pta Arenas) 53°09S ; 70°54°0 natural 27/01/2016 30

Xl Region 34 Caleta Pescadores 53°21S ;70°57°0 natural 26/01/2016 30
35 Puerto Natales 51°43S ; 72°29°0 natural 28/01/2016 30

36 Porvenir 53°17S;70°22°0 natural 29/01/2016 30

37 Punta delgada 52°29S ; 69°32°0 natural 29/01/2016 30

38 Puerto Williams 54°56S ; 67°36’ O natural 22/01/2016 30

TOTAL DE INDIVIDUOS A ANALIZAR 260
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3.1.3 Amplificacion: Se amplificaron los loci descritos en la tabla 2. La amplificacion se
realizd en 25 pL de reaccion que contuvo 2.5 uL 10x buffer (50 mMKCI, 10 mM Tris—HCI, pH
8.0), 1.0 uLl de 50 mM MgCl,, 200 mM dNTPs, 0.5 pL de cada primer (10 pg/ul), 1 U Taq
(Invitrogen), 17.5 uL de agua ultrapura mas 20 ng de DNA templado. Todas las PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) fueron registradas en geles de agarosa al 2% y tefiidos con SYBR®
Safe DNA y fotografiado bajo un transiluminador de luz azul (Invitrogen'™). Los detalles de la

amplificacion de los loci secuenciados fueron los siguientes:

1) ITS: Los fragmentos amplificados de ITS (Internal Transcriber Spacer) fueron disefiados
para el genero Mytilus por Heath et al. (1995). Los partidores utilizados fueron ITS1 5°-
GTT TCC GTA GGT GAA CCT G-3"yITS25- CTC GTC TGA TCT GAG GTC G -3".
Las condiciones 6ptimas para PCR publicadas en el protocolo de Heath et al. (1995) son:
94°C, 5 min; (94°C, 20 s; 59°C, 20 s; 72°C, 2m) x 30; 72°C, 10 min; 4°C. La concentracion

de MgCl, fue de 1.75 mM. El amplicon de este locus fue purificado y secuenciado.

2) Citocromo C Oxidasa Subunidad I (COI): Los partidores utilizados fueron LCO-1490 5°-
GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3"y HCO 2198 5'- TAA ACT TCA GGG
TGA CCA AAA AAT CA - 3'. Las condiciones Optimas para PCR publicadas en el
protocolo de Folmer et al. (1994) son: 94°C, 4 min; (94°C, 30 s; 56°C, 30 s; 72°C, 90 s) x
40; 72°C, 4 min; 4°C. La concentracion de MgCl, fue de 1.75 mM. El amplicén de este

locus fue purificado y secuenciado.

3) 16S: Se utilizaron los partidores 16Sar-L 5'-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3" y
16SbrH 5°- CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACGT - 3, con el que se obtuvo un producto
de amplificacion de aproximadamente 600 pb. La reaccion se realizd6 en 25 uL que
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contuvieron 20 ng de ADN genomico, 10 pmol de cada primer, 10 nmol de dNTP, 1X buffer
de reaccion, 1.5 mM de MgCl, y 1 U Taq polimerasa (e.i. ©OINVITROGEN). Las
condiciones de amplificacion fueron: 95°C, 3 min; (95°C, 30 s; 52°C, 30 s; 72°C, 45 s) x 30;

72°C, 3 min; 4°C. El amplicon de este locus fue purificado y secuenciado.

4) 18S rDNA: Se utilizaron los partidores 22F 5'- WAY CTG GTT GAT CCT GCC AGT-3"y
560R 5'- GCG GCT GCT GGC ACC AGA CTT G- 3, con el que se obtuvo un producto de
amplificacion de aproximadamente 600 pb. Por su parte, los partidores 1016F 5'-
CGAAGACGATCAGATACCG-3" y 1789F 5'- GATCCTTCYGCAGGTTCACCTAC -3,
generaron un producto de amplificacion de aproximadamente 650 pb. La reaccion se realizd
en 25 uL que contuvieron 20 ng de ADN gendmico, 10 pmol de cada primer, 10 nmol de
dNTP, 1X buffer de reaccion, 1.5 mM de MgCl, y 1 U de Taq polimerasa (e.i.
©INVITROGEN). Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C, 3 min; (95°C, 30 s;
52°C, 30 s; 72°C, 45 s) x 30; 72°C, 3 min; 4°C. El amplicén de este locus fue purificado y

secuenciado.

Tabla 2. Resumen de los marcadores utilizados en la ejecucion del objetivo 1.

COl mitocondrial Folmer et al. (1994)

16S mitocondrial Palumbi (1996)

Internal transcriber spacer (ITS)  nuclear Heath et al. (1995)

18S rDNA nuclear Distel (2000)

Mel5/16 nuclear Inoue et al. (1995)

Ensayo RFLP, partidor 16S mitocondrial Westfall et al. (2010)

Ensayo RFLP, partidor COIXba mitocondrial Fernandez-Tajes et al. (2011)

3.1.4. Secuenciacion y alineamiento: Los productos de la amplificacion de los loci descritos

anteriormente fueron purificados y secuenciados en la empresa Macrogen (Seul, Corea del
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Sur). Se secuencid tanto la hebra rio arriba como la hebra rio abajo para corroborar las
secuencia nucleotidicas. Las secuencias fueron editadas con el programa Proseq v.2.91
(Filatov 2002). A partir de este analisis se obtuvo una secuencia consenso para cada animal,
la que se utilizd para los andlisis. La matrices fueron alineadas con el software MAFFT v.7
(Katoh y Standley, 2013) bajo el método interactivo de alineamiento global por pares (G-
INS-1) (Katoh et al. 2005). Para los analisis de delimitacion de especie se realizd un anélisis

previo que fue colapsar lo haplotipos mediante el software Collapse v1.2 (Posada, 2006).

3.1.5. Analsis de secuencias de ejemplares de Mytilus muestreados fuera de la costa
Chilena: Para realizar un andlisis robusto es necesario utilizar datos de secuencias de Mytilus
de otras areas del mundo. Para ello, se utilizé exclusivamente para este proyecto, nuestro banco
de muestras de mitilidos. Para la finalidad de este objetivo se utilizaron secuencias de Mytilus
de Nueva Zelanda, Argentina, Reino Unido, Espana y Canada. No obstante, tambien se
descargaron secuencias que han sido publicadas en revistas cientificas y que se encuentran a

disposicion publica en la plataforma NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3.1.6. Determinacion de las especies de Mpytilus presentes en Chile mediante los test
diagnostico: Una vez obtenida las muestras se procedio a determinar las especies utilizando las
pruebas diagndstico de identificacion descritas en la literatura, tales como: el polimorfimo del
gen de la proteina del pie (Mel5/16) y los ensayos RFLP (i) COIXba y (ii)16S. Con estos
marcadores se han identificado las especies de Mytilus en todas las costas donde habitan estos
moluscos (i.e. Brannock y Hilbish 2010; Westfall y Gardner 2013; Laurenco et al. 2015, Gerard
et al. 2015, Oyarzan et al. 2016). Los detalles de la amplificacion de los marcadores antes

mencionados se describen a continuacion:
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1) Mel5/16: Los fragmentos amplificados del gen de la proteina adhesiva del pie, son especie-
especifico para identificar las especies M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus e
hibridos (Inoue et al. 1995). Los partidores utilizados fueron Mel5 5'-CCA GTA TAC AAA
CCT GTG AAGA - 3"y Mel6 5'- TGT TGT CTT AAT AGG TTT GTA AGA - 3'. Las
condiciones Optimas para PCR publicadas en el protocolo de Inoue et al. (1995) son: 94°C, 4
min; (94°C, 30 s; 56°C, 30 s; 72°C, 90 s) x 40; 72°C, 4 min; 4°C. La concentracion de
MgCl, fue de 1.75 mM. Aunque este marcador no discrimina patrones de bandas entre
individuos de las especies M. chilensis y M. galloprovincialis, es muy efectivo para
determinar si en las poblaciones chilenas habita M. edulis, M. trossulus o sus hibridos

(Anexo 08).

2) COIXba RFLP-PCR: Se utilizaron los partidores COIXbaF 5'-CCG CCA TTG TCT GTA
TAC CC-3" y COIXbaR 5-TAA TGC CCC CTC CTA AAA CC-3" disefiados
exclusivamente para la confirmacion de M. chilensis (Ferndndez-Tajes et al. 2011).
Principalmente realiza la diferencia entre las especies M. galloprovincilias y M. chilensis.
Para el ensayo de RFLP se utilizd la enzima de restriccion Xbal. Las condiciones de
amplificacion fueron: 95°C, 5 min; (94°C, 30 s; 52°C, 30 s; 72°C, 60 s) x 35; 72°C, 5 min;

4°C. (Anexo 12,13).

3) 16S RFLP-PCR: Westfall et al. (2010) desarrollaron este ensayo basado en el mitotipo de
hembras del gen 16S rDNA, determinado por la secuencia 16S rDNA para diferenciar linajes
(Hilbish et. al. 2000). Se utilizaron los partidores 16Sar-L 5'-CGC CTG TTT ATC AAA
AAC AT-3" y 16SbrH 5'- CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACGT - 3, con los que se

obtuvo un producto de amplificacién de aproximadamente 600 pb. La reaccion se realizé en
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15 puL que contuvieron 20 ng de ADN genomico, 10 pmol de cada primer, 10 nmol de
dNTP, 1X bufer de reaccion, 1.5 mM de MgCl, y 1 U Taq polimerasa (e.i.
©INVITROGEN). Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C, 3 min; (95°C, 30 s;
52°C, 30 s; 72°C, 45 s) x 30; 72°C, 3 min; 4°C. Luego se realizo en 20 uL la triple digestion
con endonucleasas de restriccion a 37°C por a lo menos 12 h. Cada reaccion contuvo 10 U
EcoRV 5 U Nhel, 5 U Spel, 1X buffer M, 100 mg BSA y 10 pL de producto PCR. Este
ensayo RFLP distingue entre M. galloprovincialis del hemisferio Norte y del Sur. No
obstante, Mytilus galloprovincialis del hemisferio sur corresponde a la determinacion de
Mytilus chilensis (Oyarzun et al. 2016). Con este ensayo se pueden identificar cuatro grupos
taxonomicos: (1) M. chilensis (342, 167, 28 pb), (2) M. galloprovincialis del Hemisferio
Norte “Mediterraneo” (342 y 195 pb), M.galloprovincialis/M. edulis del Hemisferio norte
“Atlantico” (342, 85, 82, 28 pb). Con este ensayo también se puede identificar M. trossulus
(370, 85, 82 pb). Los fragmentos de restriccion cortados se visualizaron en geles de agarosa

(2%) y tenidos con syber safe (OINVITROGEN). (Anexo 10,11).

3.1.7. Analisis bioinformatico para la reconstruccion filogenética: en consideracion de que
no todos los genes pueden ser utilizados para la reconstruccion filogenética, previo al analisis,
se exploro la senal filogenética utilizando el indice de saturacion descrito por Xia et al. (2003)
e implementado en el programa DAMBE (Xia 2013). Los resultados de este anélisis
indicaron que los locus seleccionados no se encuentran saturados, por tanto, pueden ser
utilizados para los analisis filogenéticos. La reconstruccion filogenética se realizo utilizando
los criterios de 1) maxima verosimilitud (ML) e ii) inferencia Bayesiana (IB). Ya que ambas
aproximaciones son probabilisticas, previamente fue necesario establecer de manera explicita

el modelo de evolucion nucleotidica méas adecuado para cada set de datos. Para allo, primero
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se selecciond el mejor esquema de particion y el modelo de sustitucion de nucledtidos
utilizando el programa PartitionFinder v.1.1.0 (Lanfear et al. 2012) bajo el algoritmo greedy,
usando el criterio de informacién bayesiana (BIC). Los modelos de sustitucion nucletidica
obtenidos fueron TrN+I+G (modelo de Tamura-Nei; Tamura Nei, 1993), TVM+G (Modelo
transversional; Posada, 2003) y TPMuf+I (Modelo de tres parametros; Kimura, 1981) para
COI, DNA16S y DNAI1S8S respectivamente. Estos modelos fueron los utilizados en la

reconstruccion filogenética que posteriormete se describe.

Para el analisis ML se utilizé el programa GARLI v.2.0 (Bazinet et al. 2014). El soporte
estadistico para los nodos fue estimado por bootstrap no paramétrico (Felsenstein 1985) con
1000 pseudoréplicas mediante el programa PHYML v.3.0 (Anisimova y Gascuel, 2006;
Guindon et al. 2010). Valores de bootstrap > 70% se tomaron como buen apoyo estadistico
para un clado que esta presente en el arbol (Hillis y Bull, 1993). El andlisis bayesiano (IB) se
realizd en el programa MrBayes v.3.2 (Ronquist et al. 2012). Cada cadena de Markov se
inici6 a partir de un arbol aleatorio con 1 x 10’ generaciones. La fase estacionaria fue
chequeada usando Tracer v.1.6. Todos los puntos muestreados antes de alcanzar la fase
estacionaria (25%) fueron descartados como burn-in y los arboles restantes se combinaron
para encontrar la probabilidad a posteriori de la filogenia. Los analisis se repitieron tres veces
para confirmar que todos ellos convergen en el mismo resultado. Valores de probabilidad
posterior > 0,90 se tomaron como apoyo estadistico para un clado que estd presente en el
arbol (Huelsenbeck y Rannala 2004). Para todos los casos se us6 Choromytilus. chorus como

grupo externo.
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3.1.8. Delimitacion de especies: La reconstruccion filogenética no es suficiente para delimitar
especies. En los ultimos afios se han propuesto nuevos métodos para la delimitacion de las
especies (por ejemplo, Pons et al. 2006; Knowles y Carstens 2007; Zhang et al. 2011; Jones et
al. 2014; Yang y Rannala 2014). La incorporaciéon de modelos coalescentes en estos métodos
ha sido descrito como uno de los avances mas significativos en sistematica bioldgica (Carstens
y Dewey 2010; Harrington y Near 2012). Es por ello, nuestro analisis de delimitacion de
especies se basod en un enfoque coalescente. En primera instancia se utilizd el modelo General
Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Pons et al. 2006; Fujisawa y Barraclough 2013), Este modelo
permite calcular multiples umbrales de transicion para cada linaje (Monaghan et al. 2009;
Powell et al. 2011), lo que se traduce en un mayor poder estadistico. Para ello, los arboles
ultramétricos de genes fueron reconstruidos bajo un modelo de reloj molecular relajado
utilizando los programas BEAUti y BEAST v1.8 (Drummond y Rambaut 2007). Dos cadenas
MCMC independientes se llevaron a cabo por 100 millones de generaciones y se tomaron
muestras cada 1000. Los primeros 25.000 arboles (25%) de cada corrida fueron descartados
(burn in). Luego se obtuvo el arbol de maxima credibilidad con el programa TreeAnnotator
v1.8. Finalmente se utilizd el paquete SPLITS de R para estimar las especies putativas. No
obstante, también se aplico la version bayesiana (bGMYC). Este ultimo método tiene un mejor
poder resolutivo, y ademas entrega estimadores de ajueste al modelo. Para ello se utiliz6 el
paquete bGMYC (Reid y Carstens, 2012), en base a los ultimos 100 arboles de la salida de

BEAST.

También se aplico el reciente método llamado PTP (Poisson Tree Processes) (Zhang et
al. 2013), tanto para la versiéon de maxima verosimilitud como la bayesiana. Este modelo de

delimitacion especies se basa en un arbol filogenético enraizado. En PTP se modela
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especiaciones o eventos de ramificacion en términos de nimero de sustituciones. Para ello se
utilizé un arbol de entrada filogenético estimado en MrBayes. Este método es recomendado
para datos moleculares de copia unica (por ejemplo, 16S, COI, 18S). Con el arbol de méxima

credibilidad se delimitaron las especies de Mytilus a través del servidor http://species.h-

its.org/ptp/.

3.2. Metodologia para determinar posibles eventos de hibridacion entre las

especies

Para determinar eventos de hibridacion entre las especies de Mytilus se han utilizado de forma
exitosa los marcadores diagnéstico vinculado al ADN nuclear y mitocondrial. Con ayuda de
estas herramienta se han encontrado exclusivas zonas hibridas en diferentes costas del mundo,
tal como lo han reportado Brannock y Hilbish (2010) en Japdn, Toro et al.( 2004b) y Elliott et
al. (2008) en América del Norte, Brook y Farmen (2013) en Noruega, Beaumont et al. (2008)
en Escocia, Gosling et al 2008 en Irlanda, y Oyarzun et al. (2016) en el estrecho de Magallanes,
Chile. Por lo tanto, en base a esta informacion publicada en la literatura cientifica se decidio

utilizar los siguientes marcadores moleculares:

Tabla 3. Marcadores utilizados en el desarrollo el objetivo 2.

M. edulis! M. galloprovincialis
Me15/16 M. edulis/M. trossulus Inoue et al. (1995)
M.trossulus/M.galloprovincialis

Fernandez-Tajes et al.
(2011)
Ensayo RFLP Me + Aci | M.chilensis/M.galloprovincialis Santaclara et al. (2006)

Ensayo RFLP COIXba Hibrido/ M. chilensis
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Los detalles de la amplificacion de los marcadores antes mencionados se describen a

continuacion:

1) Mel5/16: Los fragmentos amplificados del gen de la proteina adhesiva del pie, son especie-
especifico para identificar las especies M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus e
hibridos (Inoue et al. 1995). Los partidores utilizados fueron Mel5 5'-CCA GTA TAC AAA
CCT GTG AAGA - 3"y Mel6 5'- TGT TGT CTT AAT AGG TTT GTA AGA - 3'. Las
condiciones Optimas para PCR publicadas en el protocolo de Inoue et al. (1995) son: 94°C, 4
min; (94°C, 30 s; 56°C, 30 s; 72°C, 90 s) x 40; 72°C, 4 min; 4°C. La concentracion de
MgCl, fue de 1.75 mM. Aunque este marcador no discrimina patrones de bandas entre
individuos de las especies M. chilensis y M. galloprovincialis, es muy efectivo para

determinar si en las poblaciones chilenas habita M. edulis o M. trossulus e hibridos.

2) COIXba RFLP-PCR: Se utilizaron los partidores COIXbaF 5'-CCG CCA TTG TCT GTA
TAC CC-3" y COIXbaR 5-TAA TGC CCC CTC CTA AAA CC-3° disefiados
exclusivamente para la confirmacion de M. chilensis (Fernandez-Tajes et al. 2011). Este
método diferencia entre las especies M. galloprovincilias y M. chilensis. Para el ensayo de
RFLP se utilizo la enzima de restriccion Xbal. Las condiciones de amplificacion fueron:

95°C, 5 min; (94°C, 30 s; 52°C, 30 s; 72°C, 60 s) x 35; 72°C, 5 min; 4°C.

2) Mel5/16 RFLP-PCR: se utilizaron los partidores Mel5 5'-CCA GTA TAC AAA CCT
GTG AAGA - 3" y Mel6 5- TGT TGT CTT AAT AGG TTT GTA AGA - 3'. Las
condiciones Optimas para PCR publicadas en el protocolo de Inoue et al. (1995) son: 94°C, 4
min; (94°C, 30 s; 56°C, 30 s; 72°C, 90 s) x 40; 72°C, 4 min; 4°C. Luego se realizo en 20 puL
la digestion con la endonucleasa de restriccion Acil a 37°C por a lo menos 2 h (Santaclara et
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al. 2006). Con este ensayo fue posible identificar individuos de la especie M.
galloprovincialis (mejillon del mediterraneo), M. chilensis (mejillon chileno) e hibridos
entre ambos taxones. La visualizacion de los RFLP se realiz6 en un gel de agarosa al 3%, en

una corrida electroforética de 120 minutos.
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3.3. Metodologia para establecer la distribucion espacial de la diversidad

genética de las distintas especies mediante un analisis filogeografico

3.3.1. Justificacion de los marcadores utilizados: Para la realizacion de estudios
filogeograficos en especies del complejo Mytilus edulis se ha demostrado que el genoma
mitocondrial tiene una alta resolucion para resolver la estructura filogeografica y la historia
demografica (Cao et al. 2004; Smietanka et al. 2014). Por tanto, los marcadores mitocondriales
han sido adecuados como herramientas para comprender la filogeografia de estos moluscos.
Prueba de ello, han sido los numerosos estudios publicados donde se ha utilizado marcadores
mitocondriales, por ejemplo en los animales que habitan Europa (Giantsis et al. 2014;
Smietanka et al. 2014) y China (Li et al. 2013). Ademas, secciones del genoma mitocondrial
han sido utilizadas exitosamente para comprender la filogeografia en otros moluscos marinos
que habitan la costa chilena (i.e. Cardenas et al. 2009, Guzman et al. 2011, Brante et al. 2012).

Es por ello, que se decidio utilizar los marcadores COI y 16S (Tabla 4).

Se realizaron andlisis filogeograficos de acuerdo a las especies con mayor
representatividad encontradas en la costa chilena. Por lo tanto, se confeccionaron dos analisis:
uno para la especie Mytilus chilensis y otro para la especie Mytilus galloprovincialis (ver

localidades en la Tabla 5).
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Tabla 4. Marcadores utilizados en la ejecucion del objetivo 3 (analisis filogeografico). Las

condiciones de la PCR, fueron descritos anteriormente.

Marcador (primer) Tipo de marcador Referencia
COl Mitocondrial Folmer et al. (1994)
16S Mitocondrial Palumbi (1996)

Tabla 5. Localidades utilizadas para el andlisis filogeografico.

Mytilus galloprovincialis Region coordenadas

(1) Isla Quiriquinas Biobio 36°38S; 73°03°0
(2) Lota Biobio 37°05S; 73°10°0
(3) Tubul Biobio 37°13S;73°26'0
(4) Llico Biobio 37°11’S; 73°33’0

Mytilus chilensis Region coordenadas ‘

(1) Pto Saavedra Araucania 38°46S ; 73°23°0
(2) Chaihuin De los rios 39°56S ; 73°35°0
(3) Maullin De los lagos 41°37S5;73°35°0
(4) Quillaipe De los lagos 41°32S;72°44°0
(5) Huildad De los lagos (Chiloé) 42°29S;73°46°0
(6) Pto Cisne De Aysén 44°44S ;72°41°0
(7) Caleta Pescadores Magallanes 53°21S; 70°57°0
(8) Bahia Fanny Magallanes 53°05S ; 72°17°0

3.3.2. Analisis bioinformatico

3.3.2.1. Diversidad genética: para analizar la diversidad genética en cada localidad muestreada
(Tabla 5), se estimaron los siguientes indices para cada locus: numero de sitios polimorficos
(S), numero de haplotipos (K), diversidad haplotipica (H), nimero promedio de diferencias
entre pares de secuencias (II) y diversidad nucleotidica (w). Para ello se utilizé el programa

DnaSP v.5.10 (Librado & Rozas 2009).



3.3.2.2. Distribucion espacial de la diversidad genética: para determinar la distribucién de
los haplotipos y evaluar linajes intra-especificos dentro de las especies de Mytilus presentes en
Chile (las con mayor representatividad), se construyeron arboles genealdgicos no enraizados
conocidos como redes de haplotipos (Posada y Crandall, 2001). Las redes de haplotipos se
calcularon mediante el método de median-joining (Bandelt et al 1999) en el programa Network
v.5.0 (www.fluxus-engineering.com). El tamafio de cada circulo sera proporcional al nimero de
haplotipos contenidos en ¢€l, representado el circulo mas pequefio, un haplotipo unico.
Adicionalmente para investigar las relaciones entre las poblaciones se construyeron redes
filogenéticas en base a la distancia K2P con el algoritmo NeighborNet implementado en el
programa SplitsTree v.4 (Hudson y Briant, 2006). Para ello se us6 la matriz de datos que
contiene el total de secuencias para cada especie analizada (M. chilensis y M.
galloprovincialis). Se realizd un analisis por locus. Ademads, se utilizaron diferentes
configuraciones para evaluar la solidez del analisis (por ejemplo, diferentes medidas de
distancia y numero de dimensiones). Para los andlisis antes mencionados y como una forma de
identificar las poblaciones dentro de la red de haplotipos, se conformaron grupos de acuerdo a

las localidades.

3.3.2.3. Analisis demografico: Para inferir los cambios demograficos en tiempo reciente se
realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima (1989) y Fu (1997) utilizando el programa
DnaSP v.5.10 (Librado & Rozas 2009). La significancia estadistica del Fs de Fu se evalué por
una simulacién de coalescencia con 1000 permutaciones. También se realizd un andlisis de
distribucion de desajuste (mismatch distribution). Este anélisis permite inferir los cambios
demograficos recientes a partir de la distribucion de las frecuencias genéticas. Por tanto, cuando

existe un exceso de variantes poco frecuentes, sugiere que la poblacion ha experimentado una

38



expansion poblacional reciente. Los resultados obtenidos fueron complementados con un
analisis bayesiano de grafico de linea de cielo o Skyline Plots (Drummond et al. 2005; Ho &
Shapiro 2011). El andlisis de Skyline Plots utiliza el principio de coalescencia para estimar los
patrones historicos de tamafo poblacional a partir de genealogias sin la necesidad de sefialar
modelos demograficos para su ejecucion. Este analisis se ejecutd en el programa BEAST
v.1.8.1. La configuracién de los parametros se realiz6 en el programa BEAUti v.1.8.1. Para ello
se utilizaron las matrices alineadas de cada especie en cuestion. El modelo nucledtido fue
estimado por codéon con el programa PartitionFinder v.1.1.0 (Lanfear et al. 2012). La
configuracion del modelo de reloj molecular fue lognormal relaxed clock, con la tasa
mutacional para cada locus. Se corrieron 100 millones de generaciones (MCMC), muestreado
cada 1000 generaciones con un burn-in de 25%. La convergencia de las cadenas de Markov y
del tamafo efectivo poblacional se estim6 con Tracer v.1.5 (http://beast.bio.ed.ac.uk). Con este

mismo programa se grafico la curva demografica.

3.4 Metodologia para realizar analisis de riesgo desde el punto de vista
productivo y de la biodiversidad, considerando la factibilidad de realizar
programas de repoblamiento y cultivo en zonas geograficas no utilizadas

actualmente

En base a los resultados de este proyecto (i. reconstruccion filogenética y delimitacion
de especies, ii. estimacion de eventos de hibridacion y iii. andlisis filogeografico), se
establecieron las variables mas importantes para este objetivo, las que se complementaron con

la informacion publicada en la literatura cientifica actualizada. Con ello, se construyeron dos
39



matrices de analisis FODA para la especie Mytilus chilensis: una para BIODIVERSIDAD vy la

otra para PRODUCCION.

4. RESULTADOS

4.1. Filogenia y delimitacion de las especies de Mytilus

4.1.1. Justificacion del uso de 18S DNA

En la propuesta se presenté como marcador molecular candidato para los analisis filogenéticos,
la region ITS1 del ADN ribosomal nuclear. Sin embargo, la secuenciacion de este marcador
mostrd patrones ambiguos y poco confiables para los andlisis filogenéticos por lo que fue
descartado (Anexo 9). En su reemplazo se eligié una region contigua, tal como se esquematiza
en la figura 1. Consideramos que esta es una estrategia valida frente a la ambigiiedad de los
resultados de ITS (cromatogramas con sefiales multiples), por las siguientes razones: en primer
lugar corresponde a una region nuclear por lo tanto la exigencia multi-locus del andlisis no se
ve afectada. En segundo lugar la regién 18S es contigua a la region ITS propuesta (Figura 1), y
aunque la primera se trata de una region funcional y con diferente tasa de cambio, ambas
corresponden a la misma region nuclear (DNA ribosomal). En tercer lugar, y no menos
importante, en la propuesta se consideraban alrededor de 1250 nucleétidos a analizar segun el
tamafio del marcador ITS y el cambio a 18S considerd el andlisis de 1770 nucledtidos,
aumentando asi el nimero de caracteres moleculares disponibles. En la literatura, los usos u
utilidad del rDNA 18S son variados. Por ejemplo, ya Steiner y Miiller (1996) sefialan que las
secuencias de rDNA 18S, para el estudio de la evolucion de los bivalvos y su elevada

convergencia morfologica, pueden ser de gran valor. Por su parte, Distel (2000) reportan
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secuencias casi completas para los genes rRNA de subunidad pequeiia (18S; figura 1) de siete
especies representativas de cuatro subfamilias de Mytilidae: Modiolus modiolus y M.
auriculatus (Modiolinae); Lithophaga lithophaga y L. nigra (Lithophaginae); Musculus
senhousie y M. discors (Crenellinae); y Hormomya domingensis (Mytilinae). Los analisis
filogenéticos que incluyen estas y otras secuencias de 18S DNA de bivalvos casi completas
demuestraron ser utiles y dan buen soporte para la monofilia de la familia Mytilidae y las
subfamilias Crenellinae y Lithophaginae. Taylor et al. (2011) presentan una filogenia molecular
de los bivalvos quimiosimbioticos de la familia Lucinidae, utilizando secuencias de los genes
nucleares 18S y 28S rRNA y el gen mitocondrial citocromo b. Los autores analizaron 87
especies separadas y clasificadas en 47 géneros. Los arboles muestran cinco clados bien
soportados con DNA 18S. Se presenta ademés una nueva clasificacion de Lucinidae con siete

divisiones subfamiliales.

5.8S 5S
\/ \/

rDNA 5‘—5 18S 2l 2 28S —3 5‘—”-3‘
=

® Regidn propuesta
@ Region analizada

Fig. 1. Diagrama que representa el cluster de DNA ribosomal completo en metazoos. En rojo se
sefala la region propuesta en el proyecto. En verde los dos segmentos de la region 18S, parte

del mismo cluster que fueron analizados como alternativa.
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En la figura 2 se muestra el resultado de los analisis filogenéticos de las especies de
Mpytilus usando el gen citocromo oxidasa subunidad I, mitocondrial. Este arbol muestra una
clara separacion entre las seis especies de Mytilus reconocidas actualmente: M. coroscus, M
californianus, M. trossulus, M edulis, M. galloprovincialis y M. chilensis. El grupo de interés,
en este caso, las especies de Mytilus presentes en Chile, son representados por dos clados bien
diferenciados, M. chilensis y M. galloprovincialis. Dentro del clado de M. chilensis se observa,
aunque con bajo soporte de bootstrap y probabilidad a posteriori (46% y 0,8 respectivamente),
una separacion de Mytilus chilensis de Uruguay y Nueva Zelanda. En el mismo sentido, las
muestras disponibles de Vigo (Espafia) y de Llico, Isla Quiriquinas, Lota y Tubul (Chile)

confirman que M. galloprovincialis esta presente en Chile como especie introducida.
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Fig. 2. Relaciones filogenéticas entre las seis especies de Mytilus a través de analisis de COI. El
soporte de los nodos se muestra en cada rama indicando probabilidad a posteriori (superior) y
soporte de bootstrap (inferior). Las barras verticales a la izquierda de la figura indican los

resultados de los andlisis de delimitacion de especies (ver texto).

43



Mytilus coruscos1
-_— Mytilus coruscus2
M. califomianus
M. trossulus1
7/ 1 M. trossulus2

95 M. trossulus3

09
69 0,82
65 N\

M. edulis (ARGENTINA)
M. edulis (ARGENTINA)

M. edulis (UK)
0.97 M. edulis (UK)
100 0,63 M. edulis (UK)

21 M. edulis (CANADA)
0,99 M. galloprovincialis (ITALY)
50 \ M. galloprovincialis (LOTA, CHILE)
M. galloprovincialis (DICHATO, CHILE)

1 M. galloprovincialis (ITALY)

78 M. galloprovincialis (SOUTH AFRICA)
M. chilensis (PUNTA DEL ESTE)
M. chilensis (MAULLIN, CHILE)
M. chilensis (KERGUELEN ISLAND)
M. chilensis (QUILLAIPE, CHILE)
M. chilensis (QUILLAIPE, CHILE)
M. chilensis (MAULLIN, CHILE)
M. chilensis (DUNEDIN, NZ)
M. chilensis (DUNEDIN, NZ)
M. chilensis (WELLINGTON, NZ)
M. chilensis (CHAIHUIN, CHILE)
M. chilensis (PUERTO CISNE, CHILE)
M. chilensis (PUERTO CISNE, CHILE)

81

0.07

substitution/sities

/ L Choromytilus chorus (CHILE)

7/

Fig. 3. Relaciones filogenéticas entre las especies de Mytilus en base a los datos concatenados

16S y COL. El soporte de los nodos se muestra en cada rama indicando probabilidad a posteriori

(superior) y soporte de bootstrap (inferior).
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Con respeto al marcador nuclear DNA18S, este presentd, de acuerdo a lo esperado,
menos variabilidad genética que los marcadores mitocondriales. No obstante, como se observa
en la Figura 4, permitio diferenciar claramente a M. chilensis de las demas especies de Mytilus,
excepto M. galloprovincialis. Por su parte, M. trossulus y M. edulis, formaron grupos
polifiléticos, probablemente debido a la poca diferenciacion genética de estas especies en

cuanto al marcador DNA 18&S.
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Fig. 4. Relaciones filogenéticas entre las cuatro especies de Mytilus a través de analisis de
18SrDNA. El soporte de los nodos se muestra en cada rama indicando probabilidad a posteriori

(superior) y soporte de bootstrap (inferior).
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Tabla 6. Posicion variable de los haplotipos de la secuencia del gen mtDNA-COI para las
especies del complejo Mytilus edulis.

Especies 110 120 123 135 136 144 147 165 174 180 183 184 189 195 198 216 217
M. galloprovincialis ¥ Cc * * C * G * * * @ T * X * *
M. edulis * C * * * C * G * * * G T * * * *
M. trossulus c T * G * G * A * * * A C * * @G *
M. chilensis G T A * G G T A G A G A C G T * G
Especies 219 220 228 246 252 261 264 273 274 283 300 303 304 306 309 327 330
M. galloprovincialis ¥ Cc * * Cc * ok * * * * * Cc *
M' edull‘s * C * * * * * * * * * * * * * * *
M' trOSSU/US * T * * * * * * * * G T * * * * *
M. chilensis C T A C G * G T T G * * T T * C C
Especies 342 354 357 360 366 375 381 384 387 411 412 414 427 430 432 436 438
M. galloprovincialis * * ok * * * * * ok * * * * T X * @G
M' edull‘s * * * * * * * * * * * * * T * * G
M. trossulus T * * * * * * *ox * * * G C * * A
M. chilensis * G C A C A C A A C A A * C G C A
Especies 444 453 462 468 474 477 483 484 489 492 507 519 520 528 540 543 544
M. galloprovincialis * * ok * * T * X * * * * * ok * *
M' edull‘s * * * * * * C * * * * * * * * * *
M' trOSSU/US G * * * * * C * * * * * * * * * *
M. chilensis T A C T A G T G C T A C A C C C C
Especies 545 546 547 555 558 561 567 579 582 591 592 600 603 606 618 624 630
M. galloprovincialis * * Cc * * * * ok * Cc * * ok * *
M' edull‘s * * C * * * * * * * C * * * * * *
M. trossulus * * T % *C * Cc T * T * * *ox * *
M. chilensis C T T C A * C * * C T C A C T C C
Especies 642 645 648 651 658 668

M. galloprovincialis * * T € * C

M. edulis * * T € * C

M. trossulus * T C T * 7T

M. chilensis G * C T C T
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Tabla 7. Posicion variable de los haplotipos de la secuencia del gen mtDNA-16S para las

especies del complejo Mytilus edulis.

Especies 67 70 115 166 173 258 260 270 293 294 306 307 308 313 318 324 328
M. galloprovincialis ¥ Cc * c *» Cc * * * * ¥ Cc * *
M. edulis * C * * C * C * * * * * G C * * *
M. trossulus cC T T T 7T * T A

M. chilensis * T * * T * T * * * * * * T * * *
Especies 440 462

M. galloprovincialis * *

M. edulis * *

M. trossulus *

M. chilensis c *

4.1.2. Resultados de los analisis de delimitacion de especies

En cuanto a la delimitacion de especies, la Figura 2 muestra los resultados tanto con
bGMYC (bayesian General-Mixed Yule Coalescent) como con PTP (Poisson Tree Processes).
El analisis con bGMYC dié como resultado 10 especies putativas (incluyendo grupos externos).
En este caso, M. chilensis es separado claramente de las otras especies de Mytilus en tres
linajes, uno de las costas de Chile y Atlantico, mientras que los otros dos linajes
correspondieron a los provenientes de Nueva Zelanda y Tasmania. El analisis con PTP mostro
resultados similares con siete especies, siendo un poco mas conservador con respecto a los

linajes de M. chilensis. En conclusion y de acuerdo a todos nuestros analisis:

a) M. chilensis es una especie taxondmica y filogenéticamente valida para las costas de

Chile, y

b) M. galloprovincialis es una especie introducida en Chile y claramente diferenciada de

M. chilensis.
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4.2. Hibridacion entre especies de Mytilus en Chile

La amplificacion y ejecucion de los ensayos RFLP fueron exitosos en un 98% de los

casos. A continuacion se reportan las imagenes de la identificacion de hibridos entre las

especies del genero Mytilus en Chile.

Fig. 5. Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica el producto de PCR
del gen de la proteina adhesiva del pie, utilizando el partidor M15/M16. El amplicén para cada
especie es de 180 pb = Mytilus edulis (Me), 168 pb = Mytilus trossulus (Mt), 126 pb = Mytilus
galloprovincialis o M. chilensis (Mg). (1) Me (Buque Quemado, Magallanes); (2) Me
(Cornwell, Reino Unido), (3) Mg (Galicia, Espana), (4) Mg (Lota, Chile), (5) Mg (Puerto
Williams, Chile), (6) Hibrido Mt/Mg (Muelle Loreto, Magallanes Chile), (7) Mt (Bras d’Or
Lake, Canada), (8) Hibrido Me/Mg (Muelle Loreto, Magallanes Chile), (9) Mt (Bras d’Or Lake,

Canada). (-) Control negativo.
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Por otro lado también se identificaron animales hibridos entre las especies M. chilensis y
Mytilus galloprovincialis aunque en baja frecuencia (Fig. 6; Tabla 6). A continuacion se pueden

observar las iméagenes de identificacion de este tipo de hibridacion:

Fig. 6. RFLP Aci-I. A. Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica el
producto de PCR del gen de la proteina adhesiva del pie, utilizando el partidor M15/M16. El
tamafio del amplicon para Mytilus galloprovincialis y M. chilensis es de 126 pb. B. Imagen de
un gel de agarosa (3%) tefiido con sybr safe que indica los patrones de RFLP (RESTRICTION
FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) después de la digestion con: Aci 1. (1) M. chilensis, (2) M.

galloprovincialis (Lota), y (3-4) hibrido entre M. chilensis/M. galloprovincialis.
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Tabla 8. Resultados de los eventos de hibridacion en las localidades analizadas. Entre
paréntesis se representa el porcentaje de hibrido. Me = M. edulis; Mg = M. galloprovincialis;
Mt = M. trossulus; Mc = M. chilensis.

Localidades N° de animales N° hibridos Me/Mg Me/Mc Mt/Mc Mg/Mc
con hibridacién analizados
4

Coliumo 50 4 (8%)

Lota 50 2 (4%)

Llico 50 2 (4%)

Muelle Loreto 30 5(16%) 1 2 2

Porvenir 30 9 (30%) 9

Pto. Williams 30 2 (7%) 2

Bu. Quemado 30 2 (7%) 2

TOTAL 270 26 1 15 2 8

Se evidencié un bajo nivel de hibridacion entre las especies de Mytilus que habitan
Chile (Tabla 6). Los animales hibridos corresponden al 2,7% de todos los animales analizados.
En este sentido la hibridacion mas frecuente encontrada fue entre las especies M. edulis y M.
chilensis, las que habitan exclusivamente la region de Magallanes (Tabla 6). Por otro lado, de
las 30 localidades analizadas, solo se encontraron hibridos entre M. chilensis y M.
galloprovincialis en los sitios ubicados en la region del biobio (i.e. Coliumo, Lota, Llico).
Precisamente en esas localidades, también se encuentran los taxones puros de dicha

hibridacion.

51



4.3. Analisis filogeografico

La amplificacion y secuenciacion de los locus COI y 16S fueron exitosamente realizados. Para

el locus COI se obtuvieron 676 sitios (nucleotidos) y para el locus 16S, 459 sitios (nucleo6tidos).

4.3.1 Distribucion espacial de la diversidad genética Mytilus chilensis

4.3.1.1. Indices generales de diversidad genética

El nimero de haplotipos para el set de datos del marcador COI fue de 69, considerando

160 individuos de las distintas localidades (Tabla 7). Por su parte la diversidad haplotipica (H)

fue 0,943, el numero de diferencias entre pares de secuencias (I1) fue de 3,161 y la diversidad

nucleotidica (m) fue de 0,0047. En la la Tabla 7 se sefiala el nimero de secuencias utilizadas y

los resultados de los indices para cada localidad.

Tabla 9. Indices de diversidad y test de neutralidad para Mytilus chilensis a lo largo de Chile

(basado en los datos de COI; 676 sitios). n = Numero de individuos analizados; K = Numero de

haplotipos; S = Sitios polimorficos; H = diversidad haplotipica; I = nimero promedio de

diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias; m = diversidad nucleotidica; Tajima'sD =

test de Tajima D; Fu's FS = Test de Fu FS.

Localidades n K H (SD) S n n Tajima'sD Fu's FS
Puerto Saavedra 20 14 0,947 (0,038) 20 3,257 0,00484 -1,87 -8,43
Chaihuin 20 13 0,942 (0,037) 15 2,532 0,00375 -1,68 -8,37
Maullin 20 14 0,971 (0,032) 19 3,632 0,00539 -1,39 -9,04
Quillaipe 20 12 0,932 (0,035) 20 3,789 0,00561 -1,25 -3,96
Huildad 20 10 0,914 (0,056) 14 2,895 0,00428 -1,3 -4,31
Puerto Cisne 20 15 0,942 (0,043) 21 3,647 0,0054 -1,46 -8,89
Bahia Fanny 20 14 0,947 (0,034) 21 3,089 0,00457 -1,82 -8,28
Caleta Pescadores 20 15 0,921 (0,055) 28 3,326 0,00492 -2,26 -9,63
Todas las localidades 160 69 0,943 (0,011) 76 3,161 0,0047 -2,48 -94,82
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Con respecto al marcador DNA16S, el nimero de fue de 49, la diversidad haplotipica
fue 0,808, el nimero de diferencias entre pares de secuencias fue de 2,289 y la diversidad
nucleotica fue de 0,00488. En la la Tabla 8 se sefiala el numero de secuencias utilizadas y los

resultados de los indices para cada localidad.

Tabla 10. indices de diversidad y test de neutralidad para Mytilus chilensis a lo largo de Chile
(basado en los datos de 16SI; 470 sitios). n = Numero de individuos analizados; K = Numero de
haplotipos; S = Sitios polimorficos; H = diversidad haplotipica; I = nimero promedio de
diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias; m = diversidad nucleotidica; Tajima'sD =

test de Tajima D; Fu's FS = Test de Fu FS.

Localidades n K H (SD) S n n Tajima'sD Fu's FS
Puerto Saavedra 20 9 0,678 (0,122) 16 2,292 0,00488 -2,11 -2,93
Chaihuin 20 9 0,678 (0,122) 14 1,936 0,00412 -2,05 -3,64
Maullin 20 8 0,860 (0,055) 8 1,721 0,00366 -0,97 -3,23
Quillaipe 20 7 0,824 (0,064) 8 1,662 0,00354 -1,05 -2,15
Huildad 20 8 0,867 (0,067) 38 5,590 0,01189 -2,28 -0,14
Puerto Cisne 20 9 0,879 (0,043) 9 1,932 0,00411 -1,10 -3,46
Bahia Fanny 20 10 0,711 (0,113) 14 1,816 0,00386 -1,98 -5,10
Caleta Pescadores 20 11 0,763 (0,103) 10 1,442 0,00307 -1,90 -8,16
Todas las localidades 160 49 0,808 (0,030) 70 2,289 0,00488 -2,64 -59,09

4.3.1.2. Analisis historico demografico

Las figuras 7 y 8 muestran los resultados del los analisis de demografia historica de M.
chilensis con COIl y DNA16S respectivamente. Para COI la grafica sefiala una tendencia al
aumento del tamafio efectivo de la poblacion desde los 10.000 afios atras, con una tendencia al
equilibrio, el que se mantiene hasta el tiempo 0 (presente). La misma tendencia puede
observarse para el locus DNA16S desde los 15.000 afios en adelante. De estos resultados se

puede inferir que la tendencia poblacional de Mytilus chilensis fue al aumento desde el periodo
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postglacial, tendencia que se ha demostrado también en otro grupos animales del extremo Sur

de Sudamérica.

1,E8

Estimacion del tamafio efectivo de la poblacion (Ne)
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Tiempos antes del presente (kyr)

Fig. 7. Grafico del analisis bayesiano Skyline plot (10° MCMC BEAST; > 200 ESS), muestra

la historia demografica de Mytilus chilensis en localidades muestreadas en el sur de Chile. El

eje de las ordenadas muestra tamafio poblacional y el eje de las abscisas representa el tiempo

(kyr = miles de afios). La linea negra continua es la media estimada y el area azul sefiala el

limite del 95% de la mayor densidad posterior. Basado en las secuencias del gen COI.
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Fig. 8. Grafico del analisis bayesiano Skyline plot (10° MCMC BEAST; > 200 ESS), muestra
la historia demografica de Mytilus chilensis en las localidades muestreadas del sur de Chile. El
eje de las ordenadas muestra el tamafio poblacional y el eje de las abscisas representa el tiempo
(kyr = miles de afios). La linea negra continua es la media estimada y el area azul sefiala el

limite del 95% de la mayor densidad posterior. Basado en las secuencias del locus 16S.

4.3.1.3. Diferencias entre pares de secuencias (Mistmatch Distribution)

El andlisis de diferencias pareadas para de Mpytilus chilensis en las localidades
muestreadas del Sur de Chile indica que se produjo un aumento reciente en la poblacion, esto
debido a que el histograma arroj6 una curva observada de tipo unimodal la cual se ajusta a un
modelo de expansion poblacional reciente (Figura 9). Este resultado corrobora los analisis de
skyline plots dado que, alrededor de entre los 10.000 y los 20.000 afios antes del presente se

aprecia una marcada tendencia hacia un aumento en el tamafio efectivo estimado de la
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poblacion (Figuras 7 y 8). Las mismas tendencias se observaron al realizar una analisis de

diferencias pareadas por poblacion (Figura 10), en que todas las poblaciones, excepto Quillaipe,

mostraron una curva unimodal.
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Fig. 9. Grafico de distribucién mismatch de haplotipos para las localidades muestreadas donde

habita Mytilus chilensis dentro de las localidades del sur de Chile, basado en las secuencias de
mtDNA del gen COL.
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Fig. 10. Grafico de distribucion mismatch por localidad para Mytilus chilensis dentro de las

localidades del sur de Chile, basado en las secuencias de mtDNA del gen COL.

Por su parte, estos mismos analisis realizados con DNA16S (Figuras 11 y 12), muestran
la misma tendencia que con COI, observandose tanto en general como en cada poblacion, un

ajuste a un modelo de expansion poblacional reciente.
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Fig. 11. Grafico de distribucion mismatch de haplotipos para las localidades muestreadas donde

habita Mytilus chilensis dentro de las localidades del sur de Chile, basado en las secuencias de
mtDNA del locus 16S.
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Fig. 12. Grafico de distribucion mismatch por localidad para Mytilus chilensis dentro de las

localidades del sur de Chile, basado en las secuencias de mtDNA del locus 168S.
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4.3.1.4. Redes de haplotipos y redes filogenéticas para Mytilus chilensis

En las figuras 13 y 14 se muestran los resultados de los anélisis de redes de Mytilus
chilensis con el marcador mitocondrial COI. Basandonos en la teoria que indica que una forma
estrellada de la red de haplotipos, con pocos haplotipos predominantes, tal como se observa en
la Figura 13, indican un modelo de expansion poblacional reciente ya que se observan
haplotipos compartidos entre localidades como por ejemplo Puerto Saavedra, Chaihuin, Caleta
Pescadores y Huildad entre otros. Esto revela que estos haplotipos comparten la misma
secuencia de DNA, lo cual representa eventos recientes de conexion genética (Figura 13). Del
mismo modo, la red filogenética (Figura 14), no muestra estructuracion poblacional, al

representarse todos los haplotipos como saliendo desde un mismo origen.
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Fig. 13. Red de haplotipos para el locus COI obtenido mediante el método median joining para

los choritos de la especies M. chilensis.
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Fig. 14. Red filogenética entre los choritos de la especies Mytilus chilensis que habitan el sur de

Chile. Basado en los datos del gen COL.

En las Figuras 15 y 16 se muestran los resultados de los analisis de redes de Mytilus
chilensis con el marcador mitocondrial DNA16S. Estos analisis muestran en general la misma
tendencia, aunque con un mayor numero de haplotipos dominantes, indicando una mayor

estructuracion filogeografica comparada a aquella obtenida con el marcador mitocondrial COI.
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Fig. 15. Red de haplotipos para el locus 16S obtenido mediante el método median joining para

los choritos de la especies M. chilensis.
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Fig. 16. Red filogenética entre los choritos de la especies Mytilus chilensis que habitan el sur de

Chile. Basado en los datos del gen 16S.

4.3.2. Distribucion espacial de la diversidad genética Mytilus galloprovincialis

El nimero de haplotipos para el set de datos del locus COI para la especie Mytilus
galloprovincialis fue de 14, la diversidad haplotipica fue 0,857, el nimero de diferencias entre
pares de secuencias fue de 5,065 y la diversidad nucleotidica fue de 0,00863. En la Tabla 3 se

sefiala el nimero de secuencias utilizadas y los resultados de los indices para cada localidad.
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4.3.2.1. Indices generales de diversidad genetica

Tabla 11. Indices de diversidad y test de neutralidad para Mytilus galloprovincialis en
localidades de la region del Biobio COI (640 sitios).

Localidad n K H (SD) S n n Tajima'sD Fu's FS
Lota 20 7 0,865 (0,042) 28 8,392 0,01349 0,05 3,57
LLico 20 12 0,906 (0,050) 34 10,60 0,01754 -0,20 -0,22
Tubul 20 9 0,889 (0,049) 21 6,157 0,00980 -0,15 0,24
Isla Quiriquinas 20 7 0,832 (0,049) 31 10,66 0,01669 0,58 5,14
Todas las localidades 80 14 0,857 (0,020) 28 5,065 0,00863 -0,45 0,50
El niimero de haplotipos para el set de datos del locus 16S para la especie Mytilus
galloprovincialis fue de 16, la diversidad haplotipica fue 0,809, el nimero de diferencias entre
pares de secuencias fue de 3,384 y la diversidad nucleotidica fue de 0,00737. En la Tabla 5 se
sefiala el nimero de secuencias utilizadas y los resultados de los indices para cada localidad.
Tabla 12. Indices de diversidad y test de neutralidad para Mytilus galloprovincialis en
localidades de la region del Biobio 16S (459 sitios).
Localidad n K H (SD) S n n Tajima'sD Fu's FS
Lota 20 8 0,754 (0,090) 11 3,094 0,00674 -0,36 -0,89
Llico 20 6 0,810 (0,057) 10 3,007 0,00655 0,12 0,68
Tubul 20 5 0,905 (0,103) 9 4,190 0,00913 0,74 -0,05
Isla Quiriquinas 20 8 0,826 (0,061) 13 3,821 0,00832 0,16 -0,10
Todas las localidades 80 16 0,809 (0,035) 18 3,384 0,00737 -0,48 -3,28
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4.3.2.2. Analisis historico demografico

Las Figuras 17 y 18 muestran los resultados del los analisis de demografia historica de
M. galloprovincialis con COl y DNA16S respectivamente. A diferencia de lo ocurrido con M.
chilensis, para COI la grafica sefiala una constante en tamaio efectivo de la poblacion desde los
90.000 anos atras, aprecidandose una leve disminucion hacia el presente. No obstante esta
tendencia debe interpretarse con cautela, ya que el andlisis representa solo a las localidades
donde esta especie ha sido introducida en Chile, de modo que una interpretacon mas certera
indicaria que probablemente la introduccion de esta especie en Chile es reciente y ha tenido

varios episodios.
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Tiempos antes del presente (kyr)
Fig. 17. Grafico del anélisis bayesiano Skyline plot (10° MCMC BEAST; > 200 ESS), muestra
la historia demografica de Mytilus galloprovincialis en las localidades ubicadas en la region del

Biobio. El eje de las ordenadas muestra tamafio poblacional y el eje de las abscisas representa
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el tiempo (kyr = miles de afios). La linea negra continua es la media estimada y el area azul

sefiala el limite del 95% de la mayor densidad posterior. Basado en las secuencias del gen COL.

1.E7

Estimacion del tamafio efectivo de la poblacion (Ne)

Y 5000 ' 10000 ' 15000 ' 20000
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Fig. 18. Grafico del anélisis bayesiano Skyline plot (10° MCMC BEAST; > 200 ESS), muestra
la historia demografica de Mytilus galloprovincalis en las localidades ubicadas en la region del
Biobio. El eje de las ordenadas muestra el tamaifio poblacional y el eje de las abscisas representa
el tiempo (kyr = miles de afios). La linea negra continua es la media estimada y el area azul

sefiala el limite del 95% de la mayor densidad posterior. Basado en las secuencias del locus

16S.

4.3.2.3. Diferencias entre pares de secuencias (Mistmatch Distribution)

El analisis de diferencias pareadas para de Mytilus galloprovincialis en las localidades
donde esta especie introducida en Chile estd presente, indica un ajuste a un modelo de estasis
poblacional mas bien que de expansion, esto debido a que el histograma arrojo una curva

observada de tipo multimodal tanto para COI como para DNA16S (Figuras 19 a 22). Esto
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ocurre tanto a nivel general (Figuras 19 y 21) como a nivel de cada una de las localidades
(Figuras 20 y 22).
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Fig. 19. Grafico de distribucion mismatch de haplotipos para las localidades muestreadas donde

habita Mytilus galloprovincialis dentro de la region del Biobio (CHILE), basado en las
secuencias de mtDNA del gen COL.
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Fig. 20. Grafico de distribucion mismatch por localidad para Mytilus galloprovincialis dentro

de la region del Biobio (CHILE), basado en las secuencias de mtDNA del gen COL.
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Fig. 21. Grafico de distribucion mismatch de haplotipos para las localidades muestreadas donde

habita Mytilus galloprovincialis dentro de la region del Biobio (CHILE), basado en las

secuencias de mtDNA del locus 168S.
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Fig. 22. Grafico de distribucion mismatch por localidad para Mytilus galloprovincialis dentro

de la region del Biobio (CHILE), basado en las secuencias de mtDNA del 16S.

4.3.2.4. Redes de haplotipos y redes filogenéticas para Mytilus galloprovincialis

En las Figuras 23 y 24 se muestran los resultados de los analisis de redes de Mytilus
galloprovincialis con el marcador mitocondrial COI. Basandonos en la teoria que indica que
una forma estructurada de la red de haplotipos, con muchos haplotipos predominantes, tal como
se observa en la figura 23, indican un modelo de poblacién constante ya que se observan seis
haplotipos compartidos entre localidades de los 14 totales. Dado que la especie fue introducida
recientemente, esto revela que estos haplotipos probablemente representan distintos episodios
de entrada de este molusco a la costa del pais. Del mismo modo, la red filogenética (Figura 24),
aparece estrucurada, al representarse todos los haplotipos como saliendo desde distintos

origenes.
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Por su parte, en las figuras 25 y 26 se muestran los resultados de los analisis de redes de

Mytilus galloprovincialis con el marcador mitocondrial DNA16S. Estos analisis muestran una

mayor tendencia hacia la estructuracion filogeografica comparada a aquella obtenida con el

marcador mitocondrial COI, corroborando las inferencias hechas sobre COI.
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Fig. 23. Red de haplotipos para el gen mitocondrial COI obtenido mediante el método Median
joining.
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Fig. 24. Red filogenética entre los choritos de la especies Mytilus galloprovincialis que habitan

la region del Biobio. Basado en los datos del gen COI.
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Fig. 25. Red de haplotipos para el locus 16S obtenido mediante el método median joining. Los

colores muestran los haplotipos encontrados en cada localidad.

73



. Llico
Q Lota

O Isla Quiriquinas

. Tubul

\ NS

S \\\

Fig. 26. Red filogenética entre los choritos de la especies Mytilus galloprovincialis que habitan

la region del Biobio. Basado en los datos del gen 16S.

4.4. Resultado del analisis de Riesgo

Este analisis tuvo como objetivo evaluar la factibilidad de realizar programas de
repoblamiento y cultivo en zonas geograficas no utilizadas actualmente. Para ello se realizé un
analisis interno con las Fortalezas y Debilidades y otro externo con las Oportunidades y
Amenazas. Con la utilizaciéon de los resultados proporcionados en esta investigacion se
contruyeron dos matrices FODA: uno desde el punto de vista de la Biodiversidad (Fig.27) y
otro desde el punto de vista productivo exclusivamente para la especie endémica Mytilus

chilensis (Fig. 28).
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Matriz FODA desde el punto de vista de la Biodiversidad

FORTALEZAS

DEBILIDADES

AMBITO INTERNO

AMBITO EXTERNO

1. Existe la presencia de una biodiversidad importante.
2. Interés y coordinacién de instituciones del Estado
(SUBPESCA).

3. Disponibilidad de apoyo bilégico cientifico.

4. Recursos para realizar investigacion de linea base.
5. Conocimiento de la distribucion y frecuencia de las
especies de Mytilus en Chile (M. chilensis, M. edulis,
M. galloprovincialis)

6. La especie nativa Mytilus chilensis es una especie
distinta y valida.

7. Se conoce el origen y via de ingreso de la especie
Mytilus galloprovincialis a la costa chilena.

8. La dispersion de la especie M. galloprovincialis esta
aun contenida a ciertas localidades de la costa chilena
9. El sustrato para el asentamiento natural para
Mpytilus hacia el norte y sur de la VIII Regiéon no es
apto por la presencia de playas de arena y muy
escasos sectores rocosos.

1. Existe informacion acerca de la biologia y
distribucion de las especies del genero Mytilus en
otros paises a nivel mundial.

2. Existe bastante informacion para los drasticos
efectos invasivos a Mytilus galloprovincialis en otros
paises.

3. Interés de la comunidad internacional acerca de
los estudios sobre la especie Mytilus galloprovincialis
en Chile.

1. Falta control sobre aguas de lastre y epibiontes en
los cascos de embarcaciones que llegan a los puertos.
2. La especie M. galloprovincialis tiene la capacidad
de hibridizar con la especie nativa.

3. Al ser M. galloprovincialis una especie invasora, no
solo afectaria la ecologia sino que también una
fuente de contaminante genético.

4. Falta de estudios de variabilidad temporal, solo se
tiene un estudio de linea base sobre la distribucion de
las especies del genero Mytilus en Chile.

5. Desconocimiento de interacciones ecoldgicas de
M. galloprovincialis con otras especies en la zona de
la Bahia de Concepcion.

6. Faltan estudios de reclutamiento fuera de la zona
de introduccion de M. galloprovincialis.

1. M. galloprovincialis esta catalogada como una de
las 100 especies mas invasivas del planeta.

2. Esta especie posee una alta tasa de crecimiento
y es apta para la acuicultura.

3. Apesar de que M. galloprovincialis es una especie
procedente del Mediterraneo y por ende adaptada a
aguas mas calidas, ésta podria adaptarse a aguas
mas templadas, como lo ha hecho en otros paises.
4. El cambio climatico podria incidir en la expansion
de los bancos naturales de M. galloprovincialis hacia
latitudes mas altas.

5. Potencial traslado de juveniles y/o adultos de

M. galloprovincialis para repoblamiento o cultivo.

Fig. 27. Matriz FODA: Impacto sobre la biodiversidad.
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Matriz FODA desde el punto de vista Productivo de M. chilensis

FORTALEZAS

DEBILIDADES

AMBITO INTERNO

AMBITO EXTERNO

1. La especie nativa Mytilus chilensis es una especie
distinta y valida y ademas tiene una alta produccion a
través de la acuicultura en Chile, con reconocimiento
internacional.

2. Existe interés y coordinacion de Instituciones del
Estado (SUBPESCA).

3. Disponibilidad de apoyo bildgico cientifico.

4. Se conoce la distribucién y frecuencia de las
especies de Mytilus no nativas en Chile.

5. La especie M. galloprovincialis actualmente se
encuentra contenida principalmente a la VIII Region.
6. M. galloprovincialis es una especie procedente del
Mediterraneo y por ende adaptada a aguas marinas
mas calidas que las de la X Region.

1. Informacién acerca de la biologia y distribucion de
las especies del genero Mytilus a nivel mundial.

2. Mytilus chilensis posee un renombre y un buen
mercado internacional.

3. Existe un mercado externo para especies del
genero Mytilus.

4. La tasa de crecimiento y potencial reproductivo es
mayor en la especie M. galloprovincialis que en

M. chilensis.

5. Anivel internacional M. galloprovincialis se cultiva
principalmente en Espafia de donde es también nativa

1. Por su alta tasa de crecimiento y potencial
reproductivo M. galloprovincialis puede llegar a ser de
interés para los acuicultores en la zona sur-austral de
Chile.

2. Potencial interés para el traslado de semillas desde
la VII Regién hacia la X regién por una reduccion por
una reduccion en la captacion de semilla de
M. chilensis.

3. Falta de estudios de variabilidad temporal, solo se

tiene estudios de linea base sobre la distribuciin de

las especies del genero Mytilus en Chile.

4. Falta de informacion y conocimiento del tema.

5. Realizar cultivo de M. galloprovincialis en la VIII

Regioén, lo que incrementaria la cantidad de larvas

emitidas al ambiente.

1. Nuevas introducciones a través de aguas de lastre
o epibiontes en las embarcaciones que llegan a
puerto.

2. Baja en la disponibilidad de juveniles para el cultivo
de M. chilensis.

3. M. galloprovincialis esta catalogada como una de
las 100 peores especies mas invasivas del planeta.
4. Esta especie posee una alta tasa de crecimiento y
es apta para la acuicultura.

5. Incertidumbre acerca de los efectos del cambio
climatico.

6. Existen otras especies exdticas con un fuerte
arraigo en las economias local y nacional.

Fig. 28. Matriz FODA: Desde el punto de vista Productivo de Mytilus chilensis.
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5. DISCUSION

5.1. Delimitacion de especies

Los analisis filogenéticos sustentan la monofilia de Mytilus chilensis (Hupé 1954) con
fuertes soportes (Fig. 3). Ademas, se demuestra una clara separacion entre las seis especies de
Mpytilus, es decir (1) M. coruscus, (2) M californianus, (3) M. trossulus, (4) M edulis, (5) M.
galloprovincialis y (6) M. chilensis. Por otro lado, los andlisis de delimitacion de especies
(bGMYC y PTP) validaron estos resultados (Fig. 2). En este sentido los marcadores
mitocondriales tuvieron un mayor poder resolutorio que el marcador nuclear (Fig. 4). Este
hecho concuerda con la literatura reciente donde se indica que los marcadores mitocondriales
serian mas sensibles para delimitar especies complejas que los marcadores nucleares (Ritchie et
al. 2016). Es importante destacar que estos son los primeros resultados filogenéticos que
validan el estatus especifico del mejillon chileno. Asi como también es el primer resultado de
delimitacion de especies dentro de este grupo. Aunque Gerard et al. (2008) utilizan COI y 16S
para la reconstruccion filogenética, no realizaron analisis de delimitacion de especies ni
tampoco un analisis con los datos concatenados. EI mismo analisis de Gerard et al. (2008) lo
realizaron Astorga et al. (2015). Probablemente por esta razéon no se mostraron los linajes de
Mpytilus en dichos estudios. Sin embargo, Astorga et al. (2015) proponen hacer un cambio en la
taxonomia del mejillon chileno. Mediante los resutados de este proyecto consideramos que no
es correcto dicho cambio taxondmico, precisamente porque Mytilus chilensis corresponde a un
taxon diferente a los descritos para el hemisferio Norte (i.e. M. trossulus, M. edulis y M.
galloprovincialis). Resultados similares han sido descritos por Oyarzin (2016) quien mediante

dos vias de delimitacion empirica de especies (uno basado en coalescencia y otro en
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aislamiento reproductivo), valida el estatus especifico del mejillon chileno. Ademas, afirma que
Mytilus platensis, corresponde a una sinonimia de Mytilus edulis. Precisamente el denominado
M. platensis ha sido errébneamente confundido con el mejillon chileno (e.g. Gaitan-Espitia et al.
2016). Por otro lado, se corrobora la presencia de Mytilus galloprovincialis en los sitios
localizados en la region del Biobio. Es decir, los mejillones que habitan alrededor de
Concepcion corresponden a la misma especie que habita Espafia. Como consecuencia general
de lo anterior, la afirmacion de Astorga et al 2015 “Following the rules of taxonomic priority,
the name frequently used in the literature for samples from the Chilean coast (Mytilus chilensis)
would cease to be used” (Siguiendo las reglas de prioridad taxondmica, el nombre
frecuentemente utilizado en la literatura para muestras de la costa chilena (Mytilus chilensis)
deberia dejar de ser utilizado) no es correcta ya que: 1) los autores no realizan una delimitacion
empirica de las especies, sino mas bien evaluan hipotesis previas como las de Hilbish et al.
(2000) y Gérard et al. (2008) y 2) de acuerdo a nuestros analisis e investigacion M. platensis no

es sindmimo de M. chilensis, sino de M. edulis.

En conclusion y de acuerdo a todos nuestros analisis: a) M. chilensis es una especie
taxondmica y filogenéticamente valida para las costas de Chile; b) M. galloprovincialis es una
especie introducida en Chile y claramente diferenciada de M. chilensis. Ademas es necesario
resaltar que para determinar las especies se debe utilizar herramientas moleculares, ya que
aparentemente no existen diferencias morfologicas que distingan robustamente ambos taxones
(Oyarzun et al. 2014b, Illesca 2015). Para esta finalidad las herramientas moleculares que se
recomiendan son los ensayos RFLP del gen de la proteina adhesiva del pie (Santaclara et al.

2006) y el ensayo RFLP del amplicon mitocondrial COIXba (Fernandez-Tajes et al. 2011).
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La validez del estatus especifico de Mytilus chilensis ha sido referido en varias
ocasiones bajo diversas perpectivas. Martinez-Lage et al. (2005) basandose en una
reconstruccion filogenética obtenido de datos DNAs de animales extraidos de la costa de
Europa y Chile, afirman lo siguiente: “These results support the taxonomy of Lamy (1936),
who proposed that M. chilensis is a species apart from M. edulis and M. galloprovincialis (estos
resultados apoyan la taxonomia de Lamy (1936), quien propuso que Mytilus chilensis es una
especie aparte de M. edulis y M. galloprovincialis). De igual forma lo realizan Ouaggajou et al.
(2011) cuando comparan los resultados de nueve microsatelites: “lack of efficient amplification
of many of these microsatellite loci in other Mytilus species suggests that M. chilensis 1s a valid,
distinct species within the genus” (la falta de una eficiente amplificacion de muchos de estos
microsatelites en las otras especies de Mytilus sugieren que Mytilus chilensis es una especies
valida y distinta dentro del género). Por otro lado, Oyarzin et al (2014a) estudiaron las
diferencias de la ultraestructura espermatica en las especies del complejo Mytilus edulis. Estos
son considerados caracteres taxondmicos debido a que estan involucrados en el aislamiento
reproductivo. Los resultados de esta investigacion apunta que Mytilus chilensis posee
caracteristicas espermaticas unicas y por tanto sustenta el estatus especifico de este mejillon. En
conclusion, es evidente en la literatura moderna la existencia de informacion que sustenta el

estatus especifico de Mytilus chilensis. Y a la luz de nuestros resultados concluimos que es asi.

Los resultados de la delimitacion de especies se plasmaran en un articulo cientifico que
se encuentra en estado de preparacion. Este manuscrito se esta confeccionado en conjunto con
un investigador extranjero, que ha trabajado arduamente en el area, hablamos del Dr. Jonathan

Gardner. El titulo de este manuscrito se encuentra en las referencias (Oyarzin et al. en
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preparacion). La finalidad de publicar parte de estos resultados radica principalmente en

mostrar estos interesantes resultados y validarlos ante la comunidad cientifica.

5.2. Hibridacion

Los resultados de este proyecto revelan que existe un bajo nivel de hibridaciéon en la
costa chilena (2,7%). Resultados similares fueron registrados hace dos afios por Toro y Oyarzin
(2014). Probablemente esto se debe a que existen pocas zonas de contacto biogeografico. No
obstante, la hibridacion que se evidencio en la region de Biobio (Mg/Mc) probablemente se
deba a: (1) traslados con fines productivos de M. chilensis proveniente de Chiloé a Concepcion
(comn. person. pescadores artesanales region del Biobio) que al parecer fueron realizados en la
decada pasada. Y (2) traslado de especimenes producida por la remocion marina dada por
eventos estocasticos (como tsunami) lo cuales han provocado cambios biogeograficos
importantes en la zona costera del Biobio. Sin embargo, es importante mantener un monitoreo
respecto a las zonas de solapamiento biogeografico, ya que se desconocen los efectos que
podria tener la hibridacion en la acuicultura nacional. Sin embargo, la hibridacion entre
especies endémicas y foraneas involucra una invasion al genoma del mejillon chileno (Oyarzun
et al. 2016a). Aunque se desconocen las consecuencias de este fenomeno molecular,
probablemente el aumento de animales hibridos en poblaciones puras podria intervenir en el
normal desarrollo gonadal, considerando que cuando se ha evaluado el ouput reproductivo entre
especies puras e hibridas, los mayores valores han sido registrados para el taxon puro (Toro et

al. 2002).

La determinacion de animales hibridos interespecificos ha sido un desafio para los

investigadores. No obstante, las metodologias apropiadas para comprender la hibridacion en
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mejillones azules han sido los ensayos RFLP y el andlisis del polimorfismo de un gen-
especifico (i.e. gen del proteina del pie — Inoue et al. 1995). Nosotros en esta investigacion
hemos utilizado ambas aproximaciones moleculares por dos razones: (1) actualmente es la
metodologia molecular de mayor uso en los manuscritos cientificos (i.e. Beaumont et al. 2008,
Elliott et al. 2008, Gosling et al. 2008, Brannock y Hilbish 2010, Brook y Farmen 2013,
Oyarzan et al. 2016). (2) Consideramos relevante utilizar un metodologia validada en la
literatura cientifica moderna para asi poder comparar estos resultados con los reportados en
otras regiones costeras del mundo. Especificamente la técnica de biologia molecular
denominada PCR-RFLP (reaccion en cadena de la polimerasa seguida por la digestion con
enzimas de restriccion), ha demostrado ser util para el diagnostico de mutaciones puntuales
causada por el cambio de una base nitrogenada, pequefia delecidon o inserciones que crean o
bien, destruyen un sitio de restriccion. Se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de
distinto peso molecular, de manera que mediante el andlisis de los polimorfismos en el tamafio
de los fragmentos de restriccion, es posible determinar la presencia o no de la mutacion, y por

tanto el genotipo del individuo.

Por su parte, un anélisis visual de los electroferogramas sirve para descubrir facilmente
algunas mutaciones que pueden tener las secuencias. Sin embargo para ello, el electroferograma
debe ser de buena calidad mostrando picks tnicos, bien separados entre si, y con poco ruido de
fondo. En primera instancia, el andlisis del electroferograma aparece como una técnica mas
directa, no obstante, no permite distinguir entre un heterocigoto y un hibrido, que es el objetivo
de este proyecto en el sentido de detectar hibridos entre M. galloprovincialis y M. chilensis. Se
optd entonces por un andlisis de PCR-RFLP usando la técnica convencional de PCR

amplificando el segmento Me y luego cortando con la enzima de restriccion Aci I. De hecho
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esta técnica permitio a Tarifefio et al. (2012) detectar a M. galloprovincialis en Chile, asi como

a otros autores describir animales hibridos en el hemisferio Norte (Hilbish et al. 2010, 2012).

Por otro lado, el alto grado de hibridacion reportado en el estrecho de Magallanes es
similar a los registros en Japon y Europa (Brannock et al. 2010, Hilbish et al. 2010). No
obstante, la hibridacion tiene una directa relacion con la presencia de multiples especies en la
zona hibrida (area aledana al puerto de Punta Arenas). Precisamente este puerto es uno de los
que tiene mayor trafico maritimo en el pais. En este contexto, es importante profundizar los
conocimientos respecto a los factores bidticos y abidticos que sustentan esta zona hibrida ya
que aunque desconocemos el tiempo de esta zona hibrida, debemos comprender rapidamente si
este es un fendbmeno que persistira o bien corresponde a un evento de hibridacion esporadico

que pudiese desaparecer en el corto plazo.

5.3. Filogeografia

Los analisis poblacionales muestran una alta diversidad genética en el chorito endémico
(Mytilus chilensis - Tabla 7 y 8). De los resultados demograficos se puede inferir que la
tendencia poblacional de Mytilus chilensis fue al aumento desde el periodo postglacial,
tendencia que se ha demostrado también en otro grupos animales del extremo Sur de
Sudamérica (i.e. Concholepas concholepas — Céardenas et al. 2009). Esto indica de que Mytilus
chilensis a lo menos habita la costa chilena desde hace 15000 afos. Ademasm se revela que
existe una alta conexion genética entre las localidades estudiadas y por tanto no se evidencia
una estructura poblacional. Estudios previos sefialan resultados similares (Toro et al. 2004a;

Toro et al. 2006; Larrain et al. 2014; Araneda et al. 2016). Probablemente el frecuente
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movimiento de animales debido a la actividad mitilicultora (desde centros de captacion a

centros de engorda) ha ayudado a que el flujo génico sea mayor entre las localidades.

Por otro lado, el andlisis poblacional revelo que la diversidad genética de Mytilus
galloprovincialis es menor que la de M. chilensis. Ademas, los andlisis demograficos y
filogeograficos indicarian que la introduccion de esta especie en Chile es reciente y
probablemente ha tenido varios episodios. Precisamente M. galloprovincialis se encuentra en
Chile en localidades cercanas a uno de los puertos mas importantes del pais, es decir, el puerto
de Talcahuano. Por tanto, existe una alta probabilidad de que la introduccion de esta especie se
deba al trafico maritimo. Hay que considerar el alto trafico maritimo que se ha mantenido entre
Europa y América desde el siglo XIX. Por lo tanto estos resultados sientan las bases para
futuras investigaciones con el objetivo de comprender cuales son los limites geograficos que

mantienen a M. galloprovincialis en esta reducida area costera.

5.4. Analisis de riesgo desde el punto de vista productivo y de la biodiversidad

La industria mitilicultora en Chile actualmente se basa en la especie nativa Mytilus
chilensis, la que ha tenido un enorme incremento en las tltimas décadas con producciones de
3.864 ton el afio 1993 a sobre las 288.000 ton el afio 2011 y una leve baja a 238.000 ton el afio
2014 (Sernapesca, 2014). La reciente descripcion de nuevas especies del genero Mytilus en las
costa chilena (Daguin y Borsa 2000; Toro et al. 2005; Larrain et al. 2012; Tarifefio et al. 2012;
Oyarzun et al. 2016) pudiese tener potenciales impactos para la especie nativa, al llevar a cabo
actividades asociadas con el cultivo, como al traslado de semilla, de adultos y utilizacion de
nuevas areas geograficas para llevar a cabo el cultivo. Los posibles efectos que estas nuevas

especies del genero Mytilus descritas para la costa chilena estan relacionados con posibles
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expansiones de las mismas a nivel latitudinal, procesos de hibridacién, introgresion,
competencia por alimento y espacio. Ademas, posible introduccion de parésitos, dinoflagelados

o diatomeas que producen florecimientos algales nocivos (FAN) etc.

Las especies descritas del género Mytilus en ésta investigacion para la costa chilena son:

Mpytilus chilensis (Hupé 1854): Es la especie del genero Mytilus que es nativa de la costa
chilena, y es un organismo que tiene mucha importancia econdémica, no solo por su alta
produccion a través de la acuicultura, sino que también como generador de principios activos
usados en biotecnologia (Diaz y Neira 2005; Arenas et al. 2006). Estos aspectos hacen que la
posicion taxondmica de este mitilido sea importante, ya que cada especie de mitilido tiene,
ademas de sus usos biotecnologicos, diferente palatabilidad y textura, caracteres muy valiosos
para efectos de su comercializacion. (Aiken 1998; Rego et al. 2002; Farias, 2008; Dias et al.
2011). Recientemente la adopcion de la cadena alimentaria (trazabilidad) o el concepto “from
farm to fork” hace que la identificacion de la especie y su origen sea ain mas valioso y
necesario (Negrini et al. 2008; Ogden 2008; Larrain et al. 2014). Publicaciones cientificas
recientes sobre el estatus taxonomico de la especie nativa Chilena, Mytilus chilensis, han
corroborado a esta especie como distinta de las otras especies del genero Mytilus y como una
especie valida (Carcamo et al. 2005; Santaclara et al. 2006; Fernandez-Tajes et al. 2011;
Ougajjou et al. 2011; Larrain et al. 2012; Tarifefio et al. 2012; Toro et al. 2012; Oyarzun et al.
2014; Larrain et al. 2014; Astorga et al. 2015; Araneda et al. 2016; Oyarzin et al. 2016;

Valenzuela et al. 2016 y el presente Informe).

Mpytilus edulis (Linnaeus, 1758): es una especie dominante de altas latitudes en aguas frias del

océano Atlantico, costa este de Estados Unidos y Canada, el norte de Europa, Argentina, the
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Falkland Islands, y Kerguelen Island (Gosling, 2015). El presente proyecto describe la
presencia de esta especie en el Estrecho de Magallanes, con una mayor frecuencia de la especie
hacia el sector Atlantico del Estrecho (ver objetivo 1). Esta especie no ha sido descrita como
especie invasora y se encuentra, dado a que es una especie de aguas frias, establecida
principalmente en el sector este del Estrecho de Magallanes. Se observa la presencia de una
clina que permite determinar una mayor frecuencia de la especie (Mytilus edulis) desde el
Atlantico disminuyendo hacia la zona mas central del Estrecho (Oyarzin et al. 2016). Una
caracteristica importante que tiene esta especie y como todas las del genero Mytilus, es la tener
el potencial de hibridizar con otras especes del género, entre ellas Mytilus chilensis (Oyarzin et

al. 2016).

Mpytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819): esta especie, originaria del Mar Mediterraneo
(Barzotti y Meluzzi, 1968; Anderson et al. 2012), vive en ambientes del intermareal y
submareal (Gosling 2015). M. galloprovincialis, tiene actualmente una amplia distribucién a
nivel mundial en aguas célidas y temperadas, se ecuentra en los paises del Mar Mediterraneo,
pero también ha colonizado y/o introducido en Irlanda, Reino Unido, norte de Africa (sector
Atlantico), Océano Pacifico Oeste (Estados Unidos y Canada), México, Japon, Hong Kong,
Africa del Sur, Australia, Nueva Zelanda y en la zona central de la costa chilena (Seed 1992;
Daguin y Borsa, 2000; Branch y Steffani, 2004; Toro et al. 2005; Braby y Somero, 2005; Borsa
et al. 2012; Westfall et al. 2010; Larrain et al. 2012; Tarifefio et al. 2012; Gosling 2015). En
Chile se ha descrito en la literaura cientifica la existencia de M. galloprovincialis
principalmente en la costa central (VIII Region) (Toro et al. 2005; Ruiz et al. 2008; Wesfall y
Gardner, 2010; Ouagajjo et al. 2011; Larrain et al. 2012; Borsa et al. 2012; Tarifeno et al. 2012,

Toro y Oyarzun 2014), y algunos ejemplares en la X y XII Regiones (Toro et al. 2005; Borsa et
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al. 2012; Oyarzuan et al. 2016). Una caracteristica importante de esta especie, es la capacidad de
hibridizar con otras especies del mismo genero (Mytilus trossulus, Mytilus edulis, Mytilus
chilensis) (Skibinski y Roderick 1991; Comesana et al. 1998; Daguin et al. 2001; Bierne et al.
2003; Gilg y Hilbish 2004; Shields et al. 2010; Westfall y Gardner 2010; Toro et al. 2012;
Larrain et al. 2012; Assis et al. 2015; Gardner et al. 2016; Oyarzin et al. 2016a). Sin embargo,
una caracteristica mucho mas importante de esta especie es la de haber sido declarada
recientemente una de las 100 peores especies invasoras en el mundo (McQuaid y Phillips 2000;
Lowe et al. 2000; Robinson 2002; Branch y Steffani, 2004; Bownes y McQuaid 2006; Lowe et
al. 2004; Braby y Somero, 2006; Shinen y Morgan 2009; Hilbish et al. 2010; Bownes y
McQuaid 2010; Hockey y Erkom 2010; CABI 2011; Mead et al. 2011; Preda 2012; GISD

2012; Green, 2014; Crego-Prieto et al. 2015).
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Fig. 29. Las 100 peores especies invasoras del mundo. From Global Invasive Species Database
(isss.org) (se incluye en invertebrados acuaticos al ‘“Mediterranean mussel” Mytilus

galloprovincialis).

En la literatura cientifica existen claras evidencias de los efectos de la introduccion
accidental (a través de aguas de lastre, fouling) o deliverada (para propdsitos de
acuicultura)(Mooney & Cleland 2001) en California (Braby y Somero, 2006; Saarman y
Pogson, 2015); Canada (Crego-Prieto et al. 2015); Noruega (Brook y Farmen 2013) y en
Sudafrica (McQuaid y Phillips 2000; Robinson et al. 2005; Robinson et al. 2007; Zardi et al.
2008; Bownes y McQuaid 2010; McQuaid et al. 2015; Alexander et al. 2015; Lathlean et al.
2016; Puccinelli et al. 2016; Pollard y Hodgson 2016). En Sudafrica, la introduccion de Mytilus

galloprovincialis, por ejemplo, desplazd a la especie nativa Aulacomya ater, debido a la
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competencia por sustrato (Branch y Steffani 2004; Steffani & Branch 2005; Hockey y van
Erkom 2010) e invadié mas de 2000 km de costa desde su introduccion anterior al afio 1970
(Robinson et al. 2004; Robinson et al. 2005). En la costa de California M. galloprovincialis
desplazo a la especie nativa Mytilus trossulus (Geller 1999; Shinen y Morgan 2009; Tomanec y
Zuzow 2010). En Japon M. galloprovincialis colonizd la costa e hibridizdé con M. trossulus,

generando también introgresion en varias localidades de la costa japonesa (Brannock 2011).

Fig 30. Mapa de distribucion de Mytilus galloprovincialis (adaptado de GISD & Paiva, 2014).
En verde las areas que representan el rango nativo de la especie, en rojo las areas en que se ha
confirmado su invasion y en Amarillo las areas que representan posible extension del rango

nativo.

A partir de los extensos muestreos llevados a cabo en | presente proyecto no se detectd
la presencia de la especie Mytilus trossulus. Esta especie habita aguas frias, esta decrita para el
oceano Pacifico norte, Atlantico norte y Mar Béltico (Gosling 2015). Solo se detectd en el

presente proyecto, la presencia de alelos de esta especie, al igual como lo reportan Fernandez-
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Tajes et al. (2011), Larrain et al. (2012) y Oyarzun et al. (2016a). Ello es un resultado

importante ya que M. trossulus, a pesar de no estar descrita como una especie invasora, su

presencia en areas donde se cultiva Mytilus chilensis, podria causar grandes pérdidas debido a

su lenta tasa de crecimiento, su fragilidad valvar (Mallet y Carver 1995; Penney y Hart 1999;

Penney et al. 2002, 2006, 2008) y porque ademas sufre de neoplasia hemolitica, que limita su

crecimiento.

Analisis de riesgo: Dentro de las caracteristicas de estas especies que pudiesen crear

riesgos para la especie nativa Mytilus chilensis:

Todas estas especies poseen una alta dispersion larval (flujo génico) que va entre las 3 y
5 semanas, lo que permite desplazarse a través de corrientes oceanicas hasta por sobre
200 km (Suchaneck et al. 1997) y de esta forma colonizar nuevos habitats si las
condiciones ambientales son las adecuadas para la especie (Branch y Stefani 2004).
Ademas, el estado de larva planctonica puede sobrevivir en aguas de lastre por algunas
semanas segun Geller et al. (1994), quienes encontraron larvas de M. galloprovincalis
en agua de lastre en buques de carga que realizaban el trayecto desde Japén a Oregon

(Estados Unidos) (Green 2014; Paiva 2014).

Las especies Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis, tienen el potencial de hibridizar

con Mytilus chilensis (Toro et al. 2012; Larrain et al. 2012; Oyarzan et al. 2016a)

Las poblaciones de Mytilus galloprovincilis en Europa raramente habitan areas donde la
temperatura promedio mensual es menor a 9'C, sin embargo, pueden soportar
temperaturas incluso por sobre los 26 C (Aral 1997; Anestis 2007; Dutton y Hofmann,

2009; Tomanek y Zuzow 2010; Fly y Hilbish 2013; Fly et al. 2015).
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La mayoria de las poblaciones de Mytilus edulis habitan areas de su distribucioén natural
donde la temperatura promedio minima puede ser menor a 6 C, incluso soportar —10°C

(Bourget 1983) y la maxima nunca sobrepasa los 20°C (Fly et al. 2015).

La tasa de crecimiento de estos organismos esta asociada a respuestas fisioldgicas que
se relacionan con las condiciones ambientales. Estudios comparativos entre algunas de
estas especies realizados en condiciones controladas en donde el ambiente esta
estandarizado, permiten determinar las tasas de crecimiento entre especies. Koop et al.
(2005), compard el crecimento entre M. galloprovincialis y Mytilus edulis en Francia,
demostrando que M. galloprovincialis presentd una significativamente mayor tasa de
crecimiento. Se ha descrito que la especie M. galloprovincialis posee una tasa de
crecimiento mayor que las otras especies del genero Mytilus (Hilbish et al. 1994;
Penney et al., 2002; Mckinsey et al., 2007, Oyarzin et al. 2013), incluso puede alcanzar
los 70 mm de longitud valvar en el primer afio de vida (Picker & Griffins, 2011).
Camacho et al. (1995) describe que el crecimiento mensual fue de entre 6.3 y 11.5
mm/mes para M. galloprovincialis en Galicia, Espafia. Ruiz et al. (2008) describe que el
crecimiento larval de Mytilus galloprovincialis es superior al de M. chilensis en el rango
de temperturas de 16 a 20 °C. En un estudio llevado a cabo para determinar el
crecimiento larval y juvenil entre las especies Mytilus chilensis, M. galloprovincialis y
sus hibridos, los resultados indican que tanto en longitud de la valva como en peso vivo,
los hibridos tuvieron una tasa de crecimiento significativamente mayor a los 5 meses de
edad (Toro et al., 2012). En otro estudio en donde se analiz6 la composicion genética a
través de microsatélites, se pudo determinar que los hibridos de los cruzamientos

(producidos en Toro et al. 2012 entre Mytilus chilensis y M. galloprovincialis) tenian un
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mayor grado de heterocigosidad que los individuos de los cruzamientos de especies
puras (Valenzuela et al. 2016), lo que posiblemente le puede entregar ventajas

energéticas (Shields et al. 2008; Tremblay et al. 2011).

Las especies del genero Mytilus presentan ciclos anuales de reproduccion. En un estudio
que compara el ciclo reproductivo anual entre Mytilus edulis, Mytilus trossulus y sus
hibridos naturales (Toro et al. 2002), se observé diferencias en los periodos de desove
entre ambas especies, M. trosulus desova durante un periodo de tiempo mucho mas
prolongado (entre fines de primavera e inicios de otofio) mientras que M. edulis que lo
hace en 3 semanas durante el verano. Ello explicaria la presencia del bajo porcentaje de
hibridos en esa localidad. Un mayor potencial reproductivo (reproductive output)
mostro la especie M. trossulus en comparacion a M. edulis, mientras que los hibridos
mostraron valores intermedios (Toro et al. 2002). El tamafio de los ovocitos de M.
trossulus fue menor que los de M. edulis e hibridos, lo que evidencia una estrategia
reproductiva distinta (Toro et al. 2002). Otro estudio en la costa sur de Sudafrica,
compara el ciclo reproductivo de la especie invasora M. galloprovincialis con el de la
especie nativa el bivalvo Perna perna. Ambas especies tuvieron un desove mayor y otro
menor durante el afio donde la temperatura fluctu6 entre 15.5 °C y 22 °C a lo largo del
ano. El indice gonadosomatico (IGS) como una medida del potencial reproductivo, fue
mucho mayor en la especie M. galloprovincialis, lo que concuerda con lo reportado por
otros investigadores (Van Erkom Schurink y Griffiths 1991; Harris et al. 1998).
Estudios llevados a cabo en Chile indican que M. chilensis tiene un ciclo reproductivo
que varia de acuerdo a la latitud (Oyarzin et al 2011), y que presentan mas de un desove

anual en los sitios estudiados (Chaihuin, XIV Regiéon y Bahia Yal, X Region). Lopez
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(2013), en Pullao, Chiloé también describe mas de un desove anual para M. chilensis,
con temperaturas que fluctuaron entre los 11 y 16 °C. Vargas (2012), en un estudio
llevado a cabo en Caleta Tumbes (VIII Region), estimo el ciclo reproductivo de M.
galloprovincialis y M. chilensis entre septiembre 2009 y febrero 2011. El analisis
cuantitativo llevado a cabo determind que M. chilensis presentd desoves durante el
invierno, mientras que M. galloprovincialis desovd durante el verano y el invierno. Los
promedios de las temperaturas superficiales fluctuaron entre los 10.7 y 17.8 °C durante
el periodo del estudio. Un resultado que llama la atencién fué la presencia de atresia
gonadal en hembras de M. galloprovincialis, algo muy inusual ya que existen pocos
reportes en la literatura para esta especie (Suarez et al. 2007). La frecuencia de la atresia
fluctud entre el 8 y 60 % durante el periodo del estudio (Vargas 2012). Este fendémeno
se asocia a efecto de la temperatura sobre el desarrollo de la gonada, donde existiria una
sobremaduracion y reabsorcion de ésta debido a condiciones desfavorables para el
desove (bajas temperaturas y escasez de alimento) (Pipe 1987; Borzone et al. 2003). En
el caso de la especie M. galloprovincialis, proveniente del mediterraneco y por ende
adaptada a aguas mas calidas-temperadas, es posible que este fendmeno se asocie a
anomalias de baja temperatura (Toro et al. 2016 en preparacion). Esto implicaria que la
reproduccion en esta especie (M. galloprovincialis) en esta localidad se veria afectada
por el fenomeno de la atresia gonadal, tal como lo sefiala Sprung (1993) que sugiere que

el desove ocurre solo dentro de un rango critico de temperatura.

Fisiologia de las especies de Mytilus y cambio climatico: Estudios sobre la fisiologia de
estos organismos sésiles permiten estimar los limites de sus distribuciones geograficas

(Tomanek 2008; Jones et al. 2010; Hilbish et al. 2010). A nivel internacional, Fly y
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Hilbish (2013) realizaron un estudio comparativo para las especies Mytilus edulis,
Mpytilus galloprovincialis 'y Mpytilus trossulus para determinar el potencial de
crecimiento (SFG) a distintas temperaturas. El potencial de crecimiento representa la
energia disponible para crecimiento y reproduccion, sobre lo requerido para
mantenimiento. El potencial de crecimiento de M. galloprovincialis, especie adaptada a
aguas mas calidas (Braby y Somero 2006; Schneider 2008), se desplazd en los
experimentos hacia las temperaturas mas calidas comparadas con las otras dos especies,
manteniendo un potencial de crecimiento positivo hasta cerca de los 30 °C. Mytilus
edulis, especie de aguas frias a temperadas mantuvo su potencial de crecimiento
positivo hasta los 23 °C. Mytilus trossulus una especie de aguas frias boreales (Braby y
Somero 2006), no pudo mantener un potencial de crecimiento positivo sobre los 17 °C y

decae a partir de los 15 °C (Fly y Hilbish 2013).
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Fig. 31. Resultados del crecimiento potencial (scope for growth) en relacion a la temperatura de
exposicion para las especies M. trossulus, M. edulis y M. galloprovincialis. Extraido y adaptado

de Fly & Hilbish (2013).

Estudios fisioldgicos llevados a cabo en Chile, indican que el potencial de crecimiento a
13 °C es significativamente mayor en Mytilus chilensis en relacion a M. galloprovincialis y sus
hibridos (Oyarzun et al. 2013). En otro estudio Guenuman (2014), estimé el potencial de
crecimiento de Mytilus chilensis, M. galloprivincialis y sus hibridos en 3 diferentes

temperaturas (9, 13 y 18 °C). Los resultados obtenidos otorgan a M. galloprovincialis un mayor
94



potencial de crecimiento a los 9 y 13 °C, siendo superado por los hibridos a los 18 °C. Mytilus

chilensis mostrd un menor potencial de crecimiento y siendo superado por los hibridos en todas

temperaturas analizadas (Guenuman, 2014). Considerando que las temperaturas del agua a los 4

metros de profundidad en la X Region fluctuan entre los 9° y los 13,8 °C (Toro et al 1999;

Lopez 2013) y que las temperaturas superficiales del mar continuan incrementando con el

cambio climatico (Mann y Jones, 2003; Meehl et al. 2007; Rahel y Olden, 2008; Jones et al.

2010), la fisiologia energética de estas especies proveen las bases para el desarrollo de modelos

mecanisticos para predecir futuras distribuciones y cambios en la productividad en las

poblaciones naturales de estas especies del genero Mytilus (Tremblay et al. 2011; Jones et al.

2010; Fly y Hilbish 2013; Fly et al. 2015).
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Fig 32. Temperaturas superficiales en verano e invierno a lo largo de la costa chilena. (Garces,

J. 2016) comunicacion personal.
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Se evaluaron las siguientes variables para confeccionar la matriz del andlisis FODA,
desde el punto de vista productivo y de biodiversidad considerando los componentes

probabilidad de establecimiento y consecuencias del establecimiento:

Actual distribucion de las especies de Mytilus: Un resultado muy importante establecido en el
primer objetivo del proyecto, tiene que ver con la confirmaciéon de que la especie Mytilus
chilensis, es una especie distinta y separada de las otras especies de Mytilus descritas en Chile.
Este resultado es muy importante para los efectos del analsis FODA que se lleva a cabo, pues
indica claramente que la especie Mytilus chilensis, que se cultiva a gran escala en Chile y que
abunda mayoritariamente en los bancos naturales de la zona sur-austral de nuestro pais es una
especie distinta y valida. Por otro lado la distribucién geografica y las frecuencias de las
especies e hibridos de Mytilus por localidad muestreada es un aporte muy importante ya que
genera una linea base y ademds permite correlacionar su distribucion con caracteristicas
ambientales (temperatura) y vias de posibles introducciones (naturales o accidentales) de las
especies exoticas (Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis). Los resultados descritos para el
objetivo 4.1. establecen claramente la distribucion geografica de las especies y los hibridos de
Mytilus presentes en Chile, lo que nos permite asociar su habitat con la temperatura a lo largo
del rango latitudinal en la costa de Chile. Las descripcion de la presencia de la especie Mytilus
edulis en la zona este del Estrecho de Magallanes, es también un hallazgo, a pesar de que su
distribucion se asocia principalmente a ese lugar, con algunos hibridos con M. chilensis, mas
hacia la zona central del Estrecho. A su vez la confirmacion de la presencia de la especie
Mytilus galloprovincialis en la costa de la VIII Regién, es importante para efectos del analisis
que se realiza, pues es una especie que ha sido catalogada como una de las 100 peores especies

invasoras del planeta. En Chile es necesario llevar a cabo estudios para evaluar y calificar la
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condicion de invasividad de esta especie en consideracion a los potenciales efectos nocivos que

pudiese tener sobre la biodiversidad.

Origen y vias de introduccion: A partir del analsis de los datos aportados por los estudios de
frecuencias de haplotipos y de los estudios filogenéticos, obtenidos en el los objetivos 4.1 y 4.3,
se establece que el origen de la especie exotica Mytilus galloprovincialis es Europa y que la via
de introduccion (por la alta frecuencia de la especies en esa zona) fue la Bahia de Concepcion
(ello posiblemente a través de aguas de lastre de embarcaciones a los puertos de la VIII
Region). La especie M. galloprovincialis es originaria del Mar Mediterraneo, y se ha

introducido en forma accidental a varios paises (ver estado del arte).

Conocimiento y caracteristicas biologicas y ecolégicas de las especies involucradas: para

esta variable se considera a) tasa de crecimiento y b) output reproductivo.

La tasa de crecimiento de una especie, es una variable sin lugar a duda relevante, pues
ello incide en una rapida colonizacién y competencia por espacio y alimento (ello permite
evaluar su potencial como especie para la acuicultura). Como ya se describi6 en el andlisis de
riesgo, Mytilus galloprovincialis tiene una tasa de crecimiento superior a las otras especies del

genero Mytilus dentro del rango de temperatura entre los 10y 20 °C.

En relacion a la variable output reproductivo, es una variable que permite establecer, por
un lado su potencial reproductivo y potencial de colonizacion o repoblamiento. En los estudios
llevados a cabo en Chile (Vargas 2012), la especie Mytilus galoprovincialis posee un mayor
output reproductivo que M. chilensis bajo las condiciones donde fue realizado el estudio (VIII
Region). Una consideracion respecto a esta variable, es que se debe considerar la biomasa total

de la especie (o una aproximacion del nimero de individuos) ya que no es lo mismo unos pocos
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bancos naturales (no se conoce su magnitud ni ubicacidn), que el cultivo masivo de la especie,
que genera miles de toneladas y por ende la emision de enormes cantidades de gametos (larvas)

con un potencial de colonizacién muchisimo mas grande.

Potencial de dispersion: la duracion del periodo larval pelagico (flujo génico) y el tipo de
sustrato que ocupan las especies del genero Mytilus son muy similares. Esta variable nos
permite estimar la probabilidad que la especie se disperse fuera del area colonizada
originalmente (poblacion natural). Las especies de Mytilus presentes en Chile (M. chilensis, M.
galloprovincialis, M. edulis) poseen un periodo de vida larval pelagica que va entre los 3 y 5
semanas, dependediendo de variables como temperatura y alimentacion (Gosling 2015). El
periodo de vida larval pelagico en caso de M. galloprovincialis depende de la temperatura y es
de 28 dias a 17 °C, 20 dias a 20 °C y 15 dias a 22 °C (Gosling 2015) por su parte Ruiz et al
(2012) en un estudio en laboratorio menciona que dura 24 dias a 12 °C, 20 dias a 16 °C y 16
dias a 20 °C. Para el caso de Mytilus chilensis el periodo larval pelagico hasta su asentamiento
en laboratorio dura 40 dias a 16 °C (Toro et al. 2004) y 30 dias a 18 °C (Toro et al. 2012). La
dispersion larval que conlleva a reclutamientos distantes a la fuente de las larvas, se ha descrito
en la literatura para la especie Mytilus galloprovincialis que luego de 4 afios de introducida en
Sudafrica alcanz6 una dispersion de 42 km (McQuaid y Phillips, 2000), y para un estudio
realizado para larvas de Mytilus trossulus en el Mar Baltico entre 8 y 46 km (Corell et al.
2012). Ademas, esta variable contiene un factor no menor que es el factor antropico (traslado

de semillas o adultos entre localidades).

Caracteristicas fisiologicas: Para los invertebrados marinos y en este caso especies del genero

Mytilus, dado a que son organismos heterotermos es una variable importante ya que las especies
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tienen Optimos fisiologicos determinados por variables ambientales como la temperatura. La
existencia previa de datos de estudios fisiologicos con las especies Mytilus chilensis, M.
galloprovincialis y sus hibridos en nuestro laboratorio (Guenumann 2014) nos entregan datos
para establecer los Optimos fisiologicos de estos organismos bajo diferentes temperaturas (M.
galloprovincialis es originario del Mar Mediterraneo y por ende adaptado a mayores
temperaturas (12 - 22 °C) que las que existen en el sur de Chile donde habita Mytilus chilensis
(9.7 — 16.8 °C). El optimo fisiologico condensado en la variable fisiologica “Potencial de
Crecimiento” es el que permite que la especie genere mayor cantidad de energia para
crecimiento y reproduccion; por ello este indice es indicativo de condiciones de stress. Esta
variable bajo diferentes temperaturas se utilizo en los analisis llevado a a cabo por Oyarzin et
al. (2013) y Guenuman (2014). Asi mismo los resultados de la distribucioén de las especies de
Mpytilus nos permite estimar correlaciones entre la actual distribucion de estas especies y las
temperaturas del agua de mar. Otra variable importante que se debe considerar es el cambio
climatico, con escenarios de incremento y disminuciéon de temperatura, para efectos de

distribucion de estas especies (Fly y Hilbish 2013; Oyarzun et al. 2016b).

Impactos ambientales y biodiversidad: Esta variable, tiene aspectos de variables ya
mencionadas, sin embargo, no existen estudios que determinen la condicion de invasividad de
las nuevas especies de Mpytilus descritas para la costa chilena. Se deben iniciar estudios
ecologicos y genéticos (Sherman et al. 2016) que permitan estimar el impacto ambiental en
caso de que el organismo llegue a establecerse y colonizar nuevos habitats. Los aspectos a
considerar: la desestabilizacion, modificacion o degradacion del ecosistema (por competencia
por espacio) con sus efectos en la reduccion de la biodiversidad nativa. Debido a ello y hasta

que no se realicen estos estudios (reclutamiento en distintos sectores de la Bahia de Concepcion
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y establecimiento de la magnitud y ubicacion de los bancos naturales de M. galloprovincialis),
no se deberia considerar el traslado de semillas (juveniles) o adultos desde la VIII Region hacia
el sur 6 desde la XII Region hacia la X por los potenciales riesgos del porte de enfermedades,
parasitos, dinoflagelados o diatomeas generadoras de (FAN). Este factor cualitativo es muy
relevante cuando se considera la reciente noticia (20 de Abril 2016) de la aparicion de VPM en
la localidad de Calbuco y en la Region de los Rios. Se debe aplicar el principio precautorio
hasta no contar con mayor informacion basada en estudios cientificos. Lo anterior
especialmente debido a los efectos del cambio climatico sobre la fisiologia y ditribucion de las

especies (Hilbish et al. 2010; Hilbish et al. 2012; Boni et al. 2016).

Impactos econéomicos potenciales: Comparando los los output reproductivos y los potenciales
de crecimiento de las especies exoticas (Mytilus edulis y M. galloprovincialis), se puede
comparar con la especie nativa M. chilensis. Sin duda que la especie M galloprovincialis es una
excelente candidata para realizar acuicultura, debido a su rapido crecimiento y gran output
reproductivo, sin embargo, sin antes haber realizado los estudios que evaluen la condicion de
invasividad de esta especie (Considerada una de las 100 peores especies invasivas a nivel
mundial), no seria pertinente realizar cultivo (Crego-Prieto et al. 2015) ya que ello incremetaria
la biomasa de la especie a muchas toneladas y con ello el volimen de gametos emitidos al
ambiente. De constatarse que esta especie se comporta en forma invasiva como en otros paises,
podria competir con especies nativas y ser un potencial riesgo para la biodiversidad y la

acuicultura de M. chilensis (Byers 2009; Robinson y Griffiths 2015).
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Influencias sociales y culturales: Esta variable de tipo cualitativa considera aspectos de la
cultura nacional y regional: importancia de la especie para el uso en acuicultura a pequena
escala, conocimiento sobre su cultivo y comercializacion. Potenciales efectos sobre la
biodiversidad y otros recursos con importancia econémica para personas que habiten la zona
costera. Para esta variable es también necesario realizar estudios del impacto de las especies no
nativas sobre el ecosistema a través de disefos que incorporen indicadores de reclutamiento en

distintas zonas de la VIII Region).
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ANEXO 01

REPOBLICA DE CHILE
MINISTERIO DE ECONOMIA, FOMENTO Y TURISMO

DIVISION
JURIDICA

A JORGE EDUARDO TORO YAGUI PARA REALIZAR PESCA DE INVESTIGACION QUE
INDICA.

(EXTRACTO)

)
Por Resolucion Exenta N° 2 8 9 S
de esta Subsecretaria, autorizase a Jorge Eduardo Toro Yagui para efectuar una pesca de
investigacion de conformidad con los Términos Técnicos de Referencia del Proyecto
“Caracterizacion Genética y Distribucion Espacial del Género Mytilus en Chile.”.

La pesca de investigacién se efectuara por el término de 15 meses contados desde la publicacion
de la presente resolucion de conformidad con la Ley General de Pesca y Acuicultura, donde podra

extraer 1.110 individuos del recurso chorito, en los términos indicados en la resolucion extractada.

El texto integro de la presente resolucion se publicara en el sitio de dominio electronico de la
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura.

4

)

vaearaiso, 3  OCT. 201
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ANEXO 02

Imagen del procedimiento de PCR, frente a un termociclador.
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ANEXO 03

Carga de las muestras en el gel de agarosa (2%) inmerso en buffer TBE (0,5X) en camara de

electroforesis.
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ANEXO 04

ITS: Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica el producto de PCR del

locus nuclear ITS. Ejemplares de (1) Buque Quemado, Magallanes; (2) Cornwell, Reino Unido,
(3) Galicia, Espaiia, (4) Lota, Chile, (5) Puerto Williams, Chile, (6) Muelle Loreto, Magallanes
Chile, (7) Bras d’Or Lake, Canada, (8) Muelle Loreto, Magallanes Chile, (9) Bras d’Or Lake,

Canada). (-) Control negativo. El amplicon tiene un tamafio de 800 pb.
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ANEXO 5

16S: Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica el producto de PCR del
locus mitocondrial 16S. (1) Metri; (2) Lota (3) San Gregorio, (4) Lota, (5) Puerto Cisne, (6)
Puerto Williams, (7) Porvenir, (8) Hibrido Me/Mg (Muelle Loreto, Magallanes Chile), (9)
Huildad, Chilo¢, (10) Chaihuin. para muestras de Mytilus spp, el cual otorga un amplicon de
537 pb. Marcador de peso molecular (100pb).(-) Control negativo.
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ANEXO 6

RFLP 16S: Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica los patrones de

RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) después de la digestion con: EcoRV,
Nhel y Spel (primer 16sAR/16sBR). M.chilensis (fragmentos de 342 pb y 167 pb), M.
galloprovincialis (fragmentos de 342 pb y 195 pb), hibrido M.edulis/M.chilensis (fragmentos de
342, 85, 82 y 28 pb). Los fragmentos bajo los 100 pb son dificiles de visualizar, sin embargo,
esto no afecta la caracterizacion, tal como lo indica el trabajo original (Westfall et al. 2010). (1)
Mc (Metri, Chile), (2) Mg (Galicia, Espafa), (3) Mc (San Gregorio, Magallanes Chile), (4) Mc
(Lota, Chile), (5) Mg (Lota, Chile), (6) Mc (San Gregorio, Magallanaes Chile). (-) Control
negativo.
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ANEXO 7

COIXba: Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica el producto de
PCR del locus mitocondrial COIXba para muestras de Mytilus spp. El amplicon resultante es de

233 pb para M. chilensis y M. galloprovincialis.
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ANEXO 8

RFLP COIXba. Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica los patrones
de RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) después de la digestion con: Xbal
(primer COIXba). (1) Mc (Teupa, Chilo¢), (2) Mc (Chaihuin), (3) Mg (Galicia, Espana), (4) Mc
(Rilan, Chiloé).
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ANEXO 9
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18S. Imagen de una seccion de un cromatograma del resultado de la secuenciacién de locus
nuclear 18S para un ejemplar Mytilus de Chiloe, Chile. (A) muestra un individuo heterocigoto

(C/T). (B) muestra el reverso complementario (G/A).
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ANEXO 10

Imagen de los resultados que entrega DnaSP v. 5.10. Entre las secuencias de las especies del
complejo Mytilus para el loci COIL: (1) M. edulis; (2) M. galloprovincialis; (3) M. trossulus; (4)

M. chilensis.
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ANEXO 11

a) M. chilensis b) M. edulis ¢) M. trossulus

00 ¢

d) M. galloprovncialis e) M. californianus f) M. coruscus

Especies de mejillones que se lograron identificar con las técnicas moleculares utilizadas
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ANEXO 12

Choromyftilus chorus

Aulacomya
atra

Semimytilus Perumytilus
algosus purpuratus

Otros mitilidos que habitan en la costa chilena. La barra corresponde a 1 cm.
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Valdivia, 11 de mayo de 2017
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