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RESUMEN

La Filogeografia ha sido usada para detectar patrones genéticos producidos
por la contraccion y expansion de las poblaciones durante el UMG, y para probar
la congruencia entre quiebres genéticos y barreras biogeograficas. En América del
Sur se han realizado pocos estudios y el efecto del UMG o barreras biogeograficas
sobre las especies son todavia poco conocidos. La costa de Chile presenta un
escenario interesante, en donde la costa Sur del continente fue afectada por
glaciaciones durante el UMG y dos barreras biogeogréficas claras ya han sido
descritas: la primera entre los 30°S-33°S y la segunda entre los 40°S-42°S. En
este estudio, se pretende analizar la presencia de quiebres genéticos en M.
laminarioides, un alga roja que habita en parches en el nivel supra-litoral de la
costa rocosa. El rango de distribucion de esta especie, abarca una gran parte del
territorio chileno, desde Punta Arenas (54°S) en el Sur, hasta la Isla de Chafaral
(29°S) en el Norte. Para esto tomamos muestras de 13 poblaciones, las que
representan todo el rango de distribucion de esta especie. En las reconstrucciones
filogenéticas se utilizaron dos marcadores (COI; mitocondrial y rbcL; cloroplasto),
mientras que los marcadores COI e ITS1 fueron utilizados para caracterizar la
diversidad genética a nivel poblacional. La presencia de tres linajes monofiléticos,
genéticamente muy diferentes y separados a nivel geografico (Norte, Centro y
Sur), sugieren la existencia de un complejo de tres especies cripticas dentro de M.
laminarioides. Se estimé mediante relojes moleculares un tiempo de divergencia
de alrededor de 3 millones de afios, entre los linajes més recientes (Centro y Sur).
El marcador COI muestra la presencia de dos claros quiebres genéticos: entre los
32°S-34°S y 37°S-39°S. Un patrén de disminucion de la diversidad genética en el
extremo Sur de la distribucion de esta especie, se evidencié en ITS1 y COI,
posiblemente vinculado con el proceso de recolonizacién de la parte Sur de la

costa después del UMG.



ABSTRACT

Phylogeography have been used to detect genetic patterns produced by the
contraction and expansion of the populations during the LGM and to test the
congruence between genetic breaks and biogeographic barriers. In South America
few studies have been conducted, and the effect of the LGM or biogeographic
barriers are still poorly understood. The Chilean coast present an interesting
scenario with only the Southern coastal part of the continent affected by ice during
the LGM and two clear biogeographic barriers already described: the first between
30°S-33°S and the second between 40°S-42°S. In this study we aim to test for the
presence of genetic breaks in M. laminarioides a rodophyte living in patchy
populations at the supra-littoral level of the rocky shore. The distribution range of
this species covers a large part of Chilean territory, from Punta Arenas (54°S) in
the south to Chafaral Island (29°S) in the North. We sampled 13 populations of M.
laminarioides, representing the entire range of this species. In phylogenetic
reconstructions two markers were used (COI, mitochondrial; rbcL, chloroplast)
while only the COI and ITS1 were used to characterize the genetic diversity at the
population level. The presence of three monophyletic lineages, genetically very
different and separated at the geographical level (North, Central and South) was
detected suggesting the existence of a complex of three cryptic species within M.
laminarioides. A divergence time of about 3MY was estimated using molecular
clocks between the two more recent lineages (Center and South). The COI marker
shows the presence of two clear-cut genetic breaks: at 32°S-34°S and 37°S-39°S.
A pattern of decreasing genetic diversity at the southern end of the range of this
species was demonstrated in ITS1 and COI, possibly linked to the recolonization

process of the Southern part of the coast after the LGM.



INTRODUCCION.

Eventos histéricos del pasado como periodos glaciares, asi como también
fenbmenos actuales, son capaces de influenciar la distribucion geografica de
muchas especies. Estas expansiones y contracciones del rango de distribucion de
las especies a lo largo de sus historias evolutivas, dejan una huella en la
diversidad genética de las poblaciones, la que permanece por muchas
generaciones. Esta firma genética puede ser evidenciada mediante el uso de la
Filogeografia. Esta disciplina es definida como la rama de la biogeografia que trata
de los principios y procesos que rigen las distribuciones geogréaficas de los linajes
genealdgicos o filogenéticos, especialmente dentro y entre especies
cercanamente relacionadas (Avise et al. 1987, Avise 1998). La Filogeografia basa
sus interpretaciones sobre las predicciones de la teoria de la coalescencia,
permitiendo inferir procesos pasados a partir del andlisis del patron actual de
diversidad genética (Avise 1998). La Filogeografia también es usada para probar
la congruencia entre patrones de limites geogréaficos, tales como zonas de
transicion biogeogréficas y discontinuidades genéticas, para las especies cuya
distribucion atraviesa dichas zonas de transicion (Avise 2000). Avise plante6 las
bases de esta disciplina integrativa en 1998 y la defini6 como la interseccion entre
la macro y la microevoluciéon. La Filogeografia surgié con el desarrollo de la
biologia molecular, basandose en estudios de variacion genética realizados con

marcadores moleculares como isoenzimas, RAPD, RFLPs y secuencias de ADN.

En los estudios filogeograficos, los marcadores mitocondriales (ej.: COIl, D-
Loop, ARNr 16S, Cox2-3, etc.) han sido los mas usados, principalmente debido a
las particularidades del genoma mitocondrial: ausencia de recombinacion y alta
tasa de mutacion (Wilson et al. 1985, Avise 2009). Sin embargo, debido a que su
herencia es generalmente materna posee desventajas, ya que las
reconstrucciones de la historia poblacional de algunas especies pueden estar
incompletas, principalmente para aquellas en que machos y hembras presentan
patrones de dispersion diferentes (Freeland 2005). Para el caso particular de las

plantas, también son usados los marcadores del cloroplasto (ADNcp), debido a



gue generalmente son de herencia uni-parental y poseen una relativa alta tasa de
mutacion (3 a 4 veces mayor que el ADNmt de plantas, pero menor que el ADNmt
de animales) (Avise 2009). Por otra parte, los marcadores nucleares han sido
usados en mucha menor medida en plantas y animales, principalmente debido a lo
dificil de aislar haplotipos nucleares a partir de genomas diploides y al fenémeno
de recombinacién intra-génica (Avise 2009). Los estudios filogeograficos hoy en
dia, estan dirigidos a integrar andlisis de mas de un tipo de marcador molecular
para una misma especie, para llegar a la mejor aproximacion de los procesos que

originaron la actual distribucion genética de las especies.

La Filogeografia en sélo 20 afios, implementd una nueva aproximacion al
analisis de la historia post-glacial de un amplio rango de taxas; como por ejemplo:
algas (Hoarau et al. 2007, Provan et al. 2005), moluscos (Dahlgreen et al. 2000,
Wares & Cunningham 2001), plantas (Dumolinn-Lapegué et al. 1997, Konnert &
Bergman 1995, Soltis et al. 1997), y mamiferos (Dalén et al. 2007, Taberlet &
Bouvet 1994), entre otros. Esto se debe a que la combinacion del uso de
marcadores moleculares con la reconstrucciéon de las condiciones paleoclimaticas,
ha sido capaz de proporcionar nueva informacién sobre la evolucién de las
especies a través de las oscilaciones climéticas (Hewitt 2004). Ademas, la
integracion de analisis filogeograficos para varias especies mediante la
Filogeografia comparada, ha sido usada para revelar refugios glaciares y rutas de
colonizacion postglacial en Europa y Norte América (Bermingham & Moritz 1998,
Taberlet et al. 1998, Wares & Cunningham 2001, Maggs et al. 2008, Marko et al.
2010). Estudios filogeograficos junto con datos biogeograficos y paleontoldgicos,
han revelado que los eventos histéricos que influenciaron mayormente la actual
distribucién de muchas especies son los cambios climaticos ocurridos durante los
periodos glaciares Cuaternarios, principalmente durante el periodo mas reciente
denominado Ultimo Méaximo Glacial (UMG 23000 - 18000 afios) (Hewitt 2003,
2004). ElI UMG se caracterizé por un descenso mundial de las temperaturas que
origino grandes placas de hielo en zonas cercanas a los polos. En el periodo de

expansion del hielo, las especies de zonas templadas estuvieron sometidas a una



contraccion en sus areas de distribucion, caracterizadas por cuellos de botella y
extinciones locales (Hewitt 2000). Incluso para una especie con un alto potencial
de migracién como el zorro artico Alopex lagopus, se demostré que los cambios
climaticos provocaron extinciones en varias regiones de Europa del Norte (Dalén
et al. 2007). El UMG obligé a muchas especies templadas a limitar su distribucion
en zonas refugios de bajas latitudes (Bennett et al. 1991, Taberlet et al. 1998,
Williams et al. 1998), los que se caracterizaban por ser zonas con temperaturas
menos extremas. Luego en los periodos de deshielo, las especies comenzaron
procesos de recolonizacion hacia nuevas zonas (Taberlet et al. 1998). Este
modelo de contraccion-expansion, es un paradigma simple para la demografia de
las especies a través de los ciclos glaciares. Los cambios demogréficos implicados
tienen efectos sin dudas en la variacion genética de las especies, pero la magnitud
de estos efectos dependera a su vez de los rasgos de historia de vida propios de
cada especie (Hewitt 2000). Asi este modelo da lugar a dos predicciones
fundamentales sobre niveles y patrones de diversidad genética, en zonas de
potenciales refugios y sobre zonas que han sido posteriormente recolonizadas

desde estos refugios:

I) Para las poblaciones de organismos que persistieron durante el UMG en
zonas denominadas refugios glaciares, es esperado que posean
generalmente una historia demogréfica mas estable, con un tamafio
poblacional suficiente para no presentar los clasicos efectos de cuello de
botella. Por esta razon, se planteé que los refugios deberian tener altos
niveles de diversidad genética (Taberlet et al. 1998, Comes & Kadereit
1998). Al contrario, las poblaciones ubicadas en zonas recientemente
recolonizadas estarian por lo general compuestas de subconjuntos de la
diversidad genética presente en las poblaciones de origen (en los
refugios). Este proceso de recolonizacién puede llevar a la perdida de
alelos (Hewitt 1993), siendo las nuevas poblaciones el resultado de
sucesivos efectos fundadores y cuellos de botella (Provan & Bennett
2008).



II) Segundo, el aislamiento geogréafico de poblaciones refugios separadas por
cientos de kilometros durante los periodos glaciares, puede originar una
alta diferenciacion genética entre refugios y se espera un alto nivel de

estructuracion genética entre los refugios.

Estas dos predicciones han sido comprobadas para varias especies en
Europa (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999). De hecho el patron de diversidad
genética de especies templadas en Europa, se describe en la literatura como una
‘riqueza del Sur” y una “pureza del Norte” (Hewitt 1999). Aunque las firmas
genéticas de refugios glaciares y rutas de recolonizacién son a menudo faciles de
deducir desde algunos escenarios filogeograficos, otros factores pueden
complejizar este escenario (Provan & Bennett 2008). Por ejemplo, el contacto
entre linajes genéticos provenientes de refugios separados puede originar zonas
de vicarianza de alta diversidad genética, que pueden llevar a la confusion con
areas refugios (Petit et al. 2003). Para evitar interpretaciones erréneas y
determinar potenciales refugios glaciares y rutas de recolonizacion, es necesario
combinar datos filogeogréaficos junto a informacion paleontoldgica (Bernatchez &
Wilson 1998, Taberlet et al. 1998). Para los organismos marinos que dejan un
escaso 0 simplemente no dejan registro fésil (Provan & Benett 2008), la
Filogeografia ha sido la Unica manera de estudiar sus historias evolutivas post-
glaciales (algas: Hoarau et al. 2007, Maggs et al. 2008, Provan et al. 2005;

invertebrados marinos: Dahlgreen et al. 2000, Wares & Cunningham 2001).

La Filogeografia, ademas ha surgido como una herramienta de gran
utiidad al ampliar el entendimiento del efecto que tienen las barreras
biogeograficas sobre las especies. Las barreras biogeograficas son definidas
como areas en donde muchas especies encuentran sus limites de distribucion y
por lo tanto se observan cambios importantes en la flora y la fauna en una zona
restringida (Briggs 1995, Cox & Moore 2000). La posicion geografica de las zonas
de transicion depende tanto de eventos histéricos como geoldgicos (periodos

glaciares/interglaciares, eventos tectdnicos). En el ambiente marino existen zonas



de transicion biogeograficas que afectan a las especies en la actualidad, como las
barreras asociadas a condiciones oceanograficas (ej.: Point Conception en
California, Burton 1998). Las barreras biogeograficas pueden actuar como filtros
para muchas especies dependiendo de su habilidad de dispersién (Bohonak 1999,
Palumbi 1994, Jolly et al. 2005). De hecho, concordancias entre quiebres
filogeograficos y zonas de transicion biogeogréaficas, han sido evidenciados para
diferentes taxas (ej.. Crassostrea Virginica, Reeb & Avise 1990; Lessonia
nigrescens, Tellier et al. 2009; Pectinaria korenni, Jolly et al. 2005). Por esto, la
identificacion y el entendimiento de estas barreras a la dispersion es un paso
critico para entender los patrones de estructuracion geograficos de las especies
(Avise 2000, Wiens 2004).

Filogeografia en Chile.

Para la costa Chilena, los procesos historicos que influencian la
distribucion geografica de las especies son poco comprendidos. Esto se debe
principalmente a que los estudios se han enfocado en describir la distribucion de
las especies, pero no en los mecanismos que han originado este patron (revisado
por Camus 2001). La costa Chilena continental (18°S-56°S), comprende una gran
extension geogréafica (4200 km. aprox.) y esta4 ubicada en el Pacifico Sur Este
(PSE). La costa Chilena posee caracteristicas particulares (Figura 1), por lo que
ha sido posible clasificarla en tres provincias biogeograficas (Figura 2A) (Camus
2001). Estas son: (1) la provincia Peruana (PP) desde Per( hasta los 30°S, la cual
incluye biota de ambientes calidos; (2) Provincia Magallanica (PM) desde los 40°S-
42°S hasta los 56°S, la que posee una biota relacionada a ambientes australes (3)
el Area Intermedia (Al) desde los 30°S hasta los 40°S-42°S, que incluye biotas con
caracteristicas de una mezcla de ambas regiones mencionadas anteriormente.
Esta clasificacion se basa en caracteristicas de la flora y la fauna, asi como
también de las condiciones ambientales (T°, morfologia de la costa, Corrientes,
etc.). Estas tres zonas estan separadas por dos zonas de transicién

biogeograficas:
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Figura 1. Caracteristicas Morfologicas, Climaticas e Hidrograficas de la costa
Chilena.
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[) La primera zona de transicion, ha sido descrita alrededor de los 30°S-32°S
y se correlaciona con un gradiente en la temperatura (Broitman et al.
2001), una peculiar circulacion del agua (Hormazabal et al. 2004) y un
abrupto estrechamiento de la plataforma continental (Strub et al. 1998).
Para esta zona de transicion se ha encontrado un notorio quiebre
filogeogréfico para la macroalga Lessonia nigrescens (Tellier et al.
2009), también se registr6 un marcado quiebre en frecuencias de
haplotipos para el cirripedio Notochthamalus scabrosus (Zakas et al.
2009).

II) La segunda zona de transicion, ha sido descrita alrededor de los 42°S y ha
sido reconocida como un gran quiebre geogréfico. En esta zona, ocurre
la separacion de la corriente de deriva del Oeste en la Corriente de
Humboldt y la Corriente de Cabo de Hornos. Esta separacion origina el
limite norte de la Provincia Magallanica, contribuyendo al aislamiento
relativo de la flora y la fauna de los fiordos de la Patagonia (Castilla et al.
1993).

Ademas, el extremo sur de la costa Chilena fue afectado por eventos
geoldgicos y climaticos durante el Cuaternario, siendo el mas importante el UMG
(Figura 2B). Durante el UMG (+/- 19.000/23.000 afios atras), una capa de hielo
cubrié una extension aproximadamente desde los 38°S hasta los 56°S (Hulton et
al. 2002). Durante este periodo, muchas de las especies que habitaban en la zona
Centro-Sur y Sur debieron restringir su distribucion a refugios glaciares: uno al
norte de la Isla grande de Chiloé (43°S) y otro en el extremo Sur-Oeste de Tierra
del Fuego y del archipiélago de Cabo de Hornos (cerca de los 56°, Hulton et al.
2002). Una vez finalizado el UMG hace unos 15.500-17.150 afios atras, comenzo6
el periodo de deshielo (McCulloch et al. 2000), ocurriendo con esto una expansion
de las especies hacia zonas de las costas Chilenas anteriormente cubiertas por
hielo. Aungque estudios recientes, han demostrado que varias especies de agua

dulce sobrevivieron en refugios acuaticos en esta region a pesar de los hielos,
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haciendo mas complejo el patron general de expansion-colonizacion (Ruzzante et
al. 2009, Xu et al. 2009, Vianna et al. 2011).

A) Barreras Biogeogréaficas.

PP

Zona de Transicion
(30°5-33°S)

Al

Zona de Transicion
(40°5-42°3)

PM

B) Glaciaciones durante el UMG.

UMG hace

500 afios después del UMG 20.000 anos atras

Figura 2. A) Localizacion de las tres regiones biogeograficas y de las dos zonas
de transicion, delimitadas segiin Camus (2001); PP: Provincia Peruana; Al: Area
Intermedia; PM: Provincia Magallanica. B) Evolucion de la capa de hielo después

el Ultimo Maximo Glacial en la costa Chilena segin Hulton et al. (2002).
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Modelo de estudio.

Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq (antiguamente Iridea
laminarioides Bory, Hommersand et al. 1993), es una especie de macroalga roja
de la familia de Ila Gigartinaceae (orden Gigartinales, clase de las
Florideophyceae). Esta alga es de importancia tanto ecolégica como econdémica,
para las zonas centro-sur y sur de Chile. M. laminarioides ha sufrido continuos
replanteamientos taxonémicos principalmente cambios de género (por ejemplo ver
Hughey et. al 2001). Esta especie se restringe a playas rocosas y se ubica
extensamente en el intermareal medio y bajo (Santelices 1991). M. laminarioides
se encuentra esencialmente en dos tipos de sustratos rocosos: rocoso granitico en
el norte y rocoso metamorfico en la zona centro y sur (Santelices 1991). Su habitat
esta expuesto al oleaje en marea alta y a la desecacion en periodos de marea
baja. Las poblaciones forman largas extensiones y estan separados por largas
playas de arena y estuarios a lo largo de la costa de Chile. Su distribucion
geografica se extiende a lo largo de la costa Chilena aproximadamente desde los
30°S hasta los 56°S (Figura 3). También ha sido reportada al sur de Argentina en
las islas Falkland (Hommersand et al 1993, Hoffmann & Santelices 1997) y en

unas pocas islas subantarticas, como Isla Crozet y Kerguelen (Santelices 1989).

M. laminarioides es una de las especies cosechadas mas importantes del
grupo de las Rodophyta en Chile y se obtiene principalmente para la extraccion de
carragenanos (Buschmann et al. 2001). M. laminarioides es consumida por
herbivoros, en particular las fisurellas quienes en gran parte son responsables de
su limite de distribucién bajo en la zona intermareal (Moreno & Jaramillo 1983).
También Jara & Moreno 1984, concluyen que la lapa S. lessoni consume
Mazzaella y tiene efectos negativos sobre su abundancia.
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Océano Pacifico

Distribucion Geografica
de M. laminarioides

Figura 3. Distribucion geografica de M. laminarioides a lo largo de la costa
Chilena.

M. laminarioides posee un ciclo de vida caracteristico de las algas rojas de
la clase de las Florideophyceae (Figura 4). Los individuos haploides (gametofitos)
son dioicos. Los gametos son producidos por mitosis en el talo de los gametofitos
machos y hembras. La fecundacion ocurre en el talo femenino y el proceso de
cariogamia es seguido de procesos citolégicos complejos, los que conducen a la
formacion de un cuerpo microscopico: el cistocarpo. El cistocarpo produce por
mitosis sucesivas, millares de esporas diploides (carposporas). Las carposporas
liberadas se fijan y se desarrollan en un individuo diploide (tétraesporofito),

morfolégicamente idéntico a los individuos haploides. La meiosis se produce en el
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talo diploide desde estructuras llamadas tetraesporangios. Las esporas haploides
(tetrasporas) son liberadas para su posterior fijacion y formacion de un gametofito
masculino o femenino. Los tres tipos de individuos coexisten en las poblaciones
(hembra, macho y tetrasporofito).

Meiosis Esporas haploides

(tetrasporas) FASE
® @ @ @
. HAPLOIDE

Tetrasporofito ;\

Esporas diploides Gametoﬂtos
(carposporas)
@
@
. 0®
FASE Fecundamon
DIPLOIDE 47
Gametos
Masculinos

{espermatozoides)

Figura 4. Ciclo reproductivo haploide-diploide isomaorfico de M. laminarioides.

Para M. laminarioides como muchas algas con ciclos de vida complejos,
existen tres elementos de dispersion: las esporas haploides (tetrasporas), los
gametos masculinos (espermatozoides) y las esporas diploides (carposporas).
Cabe destacar que ninguno de estos propagulos posee flagelo, ni ninguna otra
estructura especializada para el movimiento. La velocidad de sedimentacion de las
esporas de M. laminarioides es muy rapida y aproximadamente el 50% de las
esporas que estan en suspension en la columna de agua sedimentan después de
un periodo de 15 minutos (Hoffman & Camus 1989). La dispersion de esporas

también puede ser modulada por ciertos herbivoros. Los micro-herbivoros, en
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particular anfipodos, ayudan a la liberacion de esporas al abrir los cistocarpos
maduros con el fin de consumir las esporas (Buschmann & Santelices 1987,
Vergara et al. 1990). Erizos de mar (Santelices et al. 1983) y gastrépodos
(Fisurella y Siphonaria) podrian desplazar a cortas distancias las esporas, ya que
resisten el paso a través del tracto digestivo (Santelices & Ugarte 1987). Estas
caracteristicas hacen pensar que la capacidad de dispersion de esporas es
reducida en M. laminarioides. Ademas, un estudio hecho por Faugeron et al.
(2001) usando RAPD’s, soporta la limitada capacidad de dispersion en esta
especie, ya que un analisis de la varianza molecular entre poblaciones separadas
por distancias menores de 30 metros mostré una estructuracion genética (aunque
baja y solo marginalmente significante). Por otra parte, poblaciones separadas por
distancias entre 5-60kms, mostraron una fuerte estructuracion genética entre

poblaciones (Faugeron et al. 2001).

M. laminarioides es un excelente modelo para realizar un estudio
filogeografico. Su distribucion cubre &areas con historias climaticas distintas
(posibles refugios glaciares durante el UMG como zonas recientemente
recolonizadas) y atraviesa la barrera biogeografica de los 42°S. Ademas, un
estudio previo ha demostrado limitado flujo génico entre poblaciones separadas
por unos kilometros de distancia en la zona central (Faugeron et al. 2001). El
restringido flujo génico de M. laminarioides, hace potencialmente facil seguir las
sefales genéticas de los procesos de recolonizacién originadas por el UMG desde
los posibles refugios glaciares y también rastrear los procesos pasados de
aislamiento entre poblaciones, los que han dado origen a las actuales transiciones
biogeograficas observadas en Chile, ya que estos procesos y sus efectos

genéticos tienen menos probabilidad de ser borrados por el actual flujo génico.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

HIPOTESIS GENERAL:

Mazzaella laminarioides presenta una fuerte estructuracion genética a lo
largo de la costa de Chile, debido al impacto de eventos pasados y fenOmenos

actuales sobre la dinamica de sus poblaciones.

HIPOTESIS SECUNDARIAS:

1- La transicion biogeografica ubicada a los 40°S-42°S aisla las poblaciones

de M. laminarioides de la zona intermedia y de la provincia magallanica.

2- En cada zona (la zona intermedia y provincia magallanica) existe un
aislamiento por distancia entre poblaciones de M. laminarioides debido a la

limitada capacidad de dispersion de esta especie.

3- Al sur de los 43°S, las poblaciones de M. laminarioides han sido afectadas
por las glaciaciones y recientemente re-colonizadas desde el(los) refugio(s)

glaciar(es).

4- Existieron al menos dos refugios glaciares durante el UMG: (1) al norte de
los 43° en el norte de la Isla grande de Chiloé y (2) alrededor de los 56°, en

Punta Arenas.
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OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar la variabilidad genética poblacional actual del alga roja

Mazzaella laminarioides a lo largo de su distribucién en la costa chilena y

relacionarla con eventos histéricos y actuales que afectan su dinamica

poblacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1-

Encontrar al menos, un marcador molecular adecuado que evidencie la

variabilidad genética existente dentro y entre poblaciones.

Inferir la historia evolutiva de Mazzaella laminarioides, después del periodo del

UMG, usando la actual variabilidad genética.

Verificar la existencia de un refugio sur, cercano al Cabo de Hornos durante el
UMG.

Caracterizar los efectos de las barreras biogeogréficas sobre la estructuracion

genética de esta especie.
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MATERIAL Y METODOS

A- Muestreo.

Para caracterizar la diversidad genética de M. laminarioides se
muestrearon 13 localidades, las que representan practicamente todo el rango de
distribucion de esta especie (Tabla 1, Figura 5). En cada localidad se colectdé un
minimo de 20 individuos (Tabla 1), exceptuando la localidad de ICL (n=15). Se
recolecté un talo por cada individuo y cada talo provenia de discos de fijacion
distintos. La distancia entre individuos colectados fue de al menos unos
centimetros, para asi evitar el muestreo de clones. Las muestras fueron secadas
con toallas de papel, luego almacenadas en bolsas herméticas con silica gel para
deshidratarlas y posteriormente extraer su ADN. EI ADN de las poblaciones de
MAI, FRJ, TOP, CON, PUC, CHI, PAR fue extraido por S. Faugeron en 2001 -
departamento de Ecologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia
Universidad Catdlica. Las poblaciones de CDA, BHL, ICO, CNC, ICL fueron

colectadas en 2009 (Tabla 1).

Tabla 1.- Localidades muestreada, sus cddigos, punto GPS, y recolector. Las
regiones biogeograficas estan delimitadas segin Camus (2001). (n) = namero total

de individuos muestreados por localidad.

Region biogeografica Localidad Codigo Colector Ubicacién n
Provincia Peruana Ch. de Aceituno  CDA C. Destombe y V. 29°04'04"S 71°29'35"0 20
Oppliger
Area Intermedia Frai Jorge FRJ S. Faugeron 30°40'10"S 71°42'22,7"0 60
Maitencillo MAI S. Faugeron 32°37'24"S 71°38'07,3"0 60
Topocalma TOP S. Faugeron 34°05"41"S 71°58'46,0"0O 60
Constitucion CON S. Faugeron 35019'44"S 72°26'06,5"0 60
Concepcién CNC C. Destombey V. 36°31'30"S 72°57'40,5"0 20
Oppliger
Pilolcura PIL M-L. Guillemin 39°40'15"S 73°21'13,9"0 40
Pucatrihue PUC S. Faugeron 40°32'46"S 73°43'12,9"0 60
Provincia Magallanica Chiloé CHI S. Faugeron 41°52'04"S 71°01'04,2"0 60
Bahia Low BHL A. Montecinos 43°47'8.00"S 73°52'5,9"0 20
Isla Concoto ICO A. Montecinos 44°11'14"S 73°48'25,7"0 20
Punta Arenas PAR S. Faugeron 53°43'15"S 70°57'57,1"0 60
Isla Clarence ICL S. Faugeron 54° 3'54"S 71°58'10,1"0 15
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Figura 5. Localidades muestreadas de M. laminarioides a lo largo de la costa

chilena.

B- Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion:
1) Extraccion de ADN:

Para extraer el ADN de cada individuo muestreado, se molié un promedio

de 20 miligramos de tejido seco en nitrogeno liquido. EI ADN fue extraido usando

el método de Saunders (1993), ligeramente modificado por Faugeron et al. (2001).

2) Amplificacion de los marcadores moleculares elegidos:
Los marcadores utilizados fueron: COI (mitocondrial), ITS1 (nuclear) y
rbcL (cloroplastico). El marcador molecular Citocromo Oxidasa | (COI), es un

marcador que ha sido usado ampliamente en estudios filogeograficos (ej.: Wares
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& Cunningham 2001; Trontelj et al. 2005, Frasier et al. 2010), asi como también
para estudios de codigos de barra para determinar limites entre especies (ej.:
Hebert et al. 2003, Saunders 2005, Robba et al. 2006). La amplificaciéon de este
marcador se realizd utilizando los partidores publicados por Saunders (2005).
Debido a problemas de amplificacion en las poblaciones de MAI y FRJ, se
disefiaron partidores especificos para estas poblaciones (MazN-degeF:
GTTTTRGGTGGATGCATGTC; MazN-degeR: TGRTAYAARATTGGRTCTCAACQC).
Estos partidores fueron disefiados usando el alineamiento de las secuencias del
resto de las poblaciones y con dos secuencias de Maitencillo (MAI) (2 productos
de PCR secuenciados sobre mas de 160 intentos de PCR) que se pudieron

obtener usando los partidores ya descritos por Saunders (2005).

El Internal Transcribed Spacer (ITS1), es un marcador intergénico del ADN
nuclear utilizado en estudios filogenéticos y filogeograficos de plantas y algas
(Coyer et al. 2001, Lane et al. 2006, 2007). La amplificacion de este marcador se

realiz6 mediante los partidores publicados por Hughey et al. (2001).

El gen cloroplastico rbcL, es un gen que codifica para la sub-unidad mayor
de la enzima Rubisco. Este marcador ha sido ampliamente utilizado para realizar
andlisis filogenéticos, tanto en plantas terrestres como en algas (Gielly & Taberlet
1994, Freshwater 1994, Lin et al. 2001, Zuccarello & Lokhorst 2005, Hommersand
et al. 1999). Para amplificar este marcador se usaron los partidores publicados por

Hommersand y colaboradores (1994).

Las cantidades de cada reactivo para las reacciones de PCR para los tres
marcadores fueron estandarizadas y consistieron para todas en un total de 30 ul: 2
pul de DNA (20-25 ng/ul), 0.1 pl (5 U) de Pag5000™ Polimerasa (Stratagene, La
Jolla, CA, USA), 0.8 ul de una mezcla de los 4 DNTP’s (2.5 uM), 3 pl (10x) de
Pag5000™ Polimerasa Reaction Buffer (Stratagene, La Jolla, CA, USA), 0.6 pl
(100x) de BSA (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) y 2 pl de cada partidor
(10 pM). Para amplificar el marcador COI (con los partidores de Saunders 2005 y
los disefiados en este estudio) y el ITS1, se usé un programa de PCR con los

siguientes paradmetros: denaturacion inicial a 94°C por 5:00 minutos, seguido de 5
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ciclos de denaturacion a 94°C por 0:30 segundos, alineamiento a 40°C por 0:30
segundos y extension a 72°C por 0:30 segundos, seguidos de 25 ciclos de
denaturacion a 94°C por 0:30 segundos, alineamiento de 50°C por 0:30 segundos
y extension a 72°C por 0:30 segundos. Para el marcador rbcL, se uso el programa
de PCR caracterizado por Fredericq & Lopez-Bautista (2002). Todas las reaccion
de PCR fueron realizadas usando el termociclador Perkin EImer Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA).

3) Secuenciacién:

Los productos de PCR de cada individuo amplificado fueron purificados,
utilizando el kit comercial UltraClean™ 15 DNA Purification (MO BIO Laboratories,
Carlsbad, CA, USA). La concentracion de cada uno de los productos purificados
fue verificada en geles de agarosa (concentracion al 1%), mediante electroforesis
con Bromuro de Etidio y enviados a secuenciar al servicio de secuenciacion

Macrogen Inc. Seoul, Korea (http://www.macrogen.com). Las secuencias

obtenidas fueron editadas usando los programas: Chromas v.2.33 (McCarthy
1997), para visualizarlas y Mega v5 (Tamura et al. 2011) para alinearlas. Ademas,
cada sitio variable fue verificado en Chromas v.2.33 de forma visual para

minimizar los errores.

C- Analisis de datos moleculares.

1) Diversidad genética:

Para la caracterizacion de la diversidad genética de las poblaciones de M.
laminarioides para los marcadores COIl e ITS1, se calcularon indices de diversidad
genética clasicos, como el numero de Haplotipos (h), nimero de sitios polimérficos
(S), diversidad genética (He), y la diversidad nucleotidica (1) y el numero de
haplotipos privados (hyriv), usando el programa Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer
2010). Con el programa Contrib v1.02b (Petit et al. 2008), se calculé usando un


http://www.macrogen.com/
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meétodo de rarefaccion, el numero de haplotipos corregidos de acuerdo al tamafio

minimo de muestra (hcorr).

2) Anélisis Filogenéticos:

Para los marcadores rbcL y COI, se construyeron arboles de méxima
verosimilitud con el programa TreeFinder (Jobb et al. 2004). Para cada gen se uso
un modelo mixto que toma en cuenta las posiciones de los codones. Los modelos
de sustitucion para cada codon fueron seleccionados mediante ModelTest,
implementado en el programa TreeFinder. EI mejor modelo se eligié usando el
criterio AIC (Akaike Information Criterion). Para el marcador rbcL se usaron los
modelos TN para los codones 1 y 2, mientras que para el codon 3 se utilizo el
modelo J3+I. Para el marcador COI se utilizaron los modelos J1 para el codon 1,
TN para el 2 y HKY para el 3. Los valores de soporte de cada rama fueron
calculados usando 1000 bootstrap. Se us6 como grupo externo tres especies del
género Mazzaella. Para el marcador COI, se utilizaron las secuencias publicadas
en Saunders (2005): AY970575 Mazzaella flaccida, AY970623 Mazzaella
splendens y AY970577 Mazzaella affinis. Para el marcador rbcL se utilizaron las
secuencias publicadas en Hommersand y colaboradores (1999): UO03378
Mazzaella flaccida, U03385 Mazzaella splendens, AF146214 Mazzaella
membranacea. Debido al alto nUmero de gaps presente en el set de datos del

ITS1, no se reconstruyeron arboles para este marcador.

3) Distancias genéticas:
Para los marcadores COI y rbcL, se calcularon las distancias genéticas
entre linajes e intra linajes, con el programa Mega5 (Tamura et al. 2011) usando la

distancia de Kimura dos parametros (Kimura 1980).

4) Redes de Haplotipos:
Para analizar los patrones filogeograficos en M. laminarioides, se
construyeron redes de haplotipos para los marcadores COIl e ITS1. Para la

construccion de estas redes de haplotipos y con el fin de tomar en cuenta
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homoplasias y multiples reticulaciones que son esperadas al nivel intra-especifico,
se usé el algoritmo de Median Joining (Bandelt et al., 1999) el cual esta

implementado en el programa Network v 4.510 (Bandelt et al., 1999).

5) Demografia Histérica:

Para inferir la historia demografica de las poblaciones de M. laminarioides,
se realizaron una serie de analisis implementadas en el programa Arlequin v3.5
(Excoffier 2010). Para estimar desviaciones al modelo neutral de Wright-Fisher, se
calcularon para cada linaje los indices D de Tajima (Tajima 1989) y Fs de Fu (Fu
1997) y sus grados de significancia mediante 1000 boostraps. Para estos dos
indices, se encuentran valores cercanos a cero en poblaciones que presentan un
tamafo constante. Valores negativos indican excesos de haplotipos de baja
frecuencia que podrian ser debido a una expansion poblacional o fendmenos de
seleccidén positiva y valores positivos se relacionan con una disminucion en el
tamafio poblacional (cuello de botella) o de seleccidén balanceadora (Tajima 1989,
Fu 1997). Para cada linaje también fue realizado un analisis de distribucién
Mismatch, que corresponde a la distribucion de las frecuencias observadas, del
namero de diferencias mutacionales entre pares de secuencias (Roger &
Harpending 1992). Se espera una distribucién multimodal en poblaciones en
equilibrio demogréfico y una distribucion unimodal en poblaciones que han
experimentado una expansion poblacional reciente. Usando 1000 bootstrap, se
comprobd el ajuste de la distribucion observada con lo esperado bajo un modelo
de expansion repentina (Rogers y Harpending 1992) y de expansion geogréfica
(Excoffier 2004). Usando la distribucion Mismatch se calcul6 el parametro t, este
parametro es una estimacion del tiempo después de la expansion en unidades
mutacionales t= 2ut, en donde t= tiempo generacional y u= tasa de mutacion por
sitio para el gen en estudio (COI) multiplicado por el largo de la secuencia (573 pb)
(Rogers y Harpending 1992). El calculo fue hecho con un intervalo de confianza de
95% para los linajes en expansién. A pesar de que en algas la falta de fésiles hace
que la calibracion del reloj molecular sea muy dificil, hemos intentado calcular los

tiempos de expansion y los tiempos de divergencia entre linajes, usando tasas de
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mutaciones propuestas en la literatura. Para el marcador rbcL se uso una tasa de
divergencia de 0.109-0.127% por millones de afios, propuesta para las algas rojas
por Kamiya y colaboradores (2004). Para el marcador COI, debido a la falta de
calibracion de tasas de mutacion en algas, hemos usado una tasa de divergencia
promedio propuesta para plantas superiores de 0,5% por millones de afios (Cho et
al. 2004). Esta tasa es muy cercana a la propuesta para algas rojas para el

espaciador del Cox2-Cox3 por Zuccarello (2002) (0,55% por millones de afios).
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RESULTADOS

Para los tres marcadores, COIl (mitocondrial, 573 pb), ITS1 (nuclear ~163
pb) y rbcL (cloroplastico, 922 pb), el nUmero total de individuos secuenciados fue
de 234, 84 y 17 respectivamente. EI nimero total de sitios polimérficos para los

marcadores fue de 59 para COl y 18 tanto para ITS1 como para rbcL.

A- Mazzaella laminarioides, un complejo de especies cripticas.

Se reconstruyeron arboles filogenéticos de Maxima-Verosimilitud para los
marcadores rbcL y COI (FIGURAS 6, 7), usando el programa TreeFinder (Jobb
2004). Para el marcador ITS1, el gran nimero de gaps y la dificultad de alinear las
secuencias entre especies del género Mazzaella, impidi6 el uso de las

reconstrucciones filogenéticas de MV.

rb cL 100—— Mazzaella flaccida (U03378)
L Mazzaella splendens (U03385)

Mazzaellamembranacea (AF146214) PIL 1 -

74| BHL 1
PAR 1 L

ICO6 SUR
CHI 1

PUC 1 =
CNC3 T

%8 ropP 1
_| CNC 5 - CENTRO
CON 1
TOP 2

100 E‘ FRJ 1

FRJ3 - NORTE

92|

0.01 MAI 3 B

Figura 6. Reconstruccion filogenética de MV para el marcador rbcL (922pb). Se
utilizaron los modelos TN para los codones 1, 2, mientras que para el codon 3 se
utilizé el modelo J3+1. Los valores de soporte de cada rama fueron calculados
usando 1000 bootstrap, sélo los valores mayores a 60 son mostrados en el arbol.
Como grupo externo fueron utilizadas especies del género Mazzaella, publicadas

en Genbank.
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COl

64— Mazzaella flaccida (AY970575)
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Figura 7. Reconstruccion filogenética de MV para el marcador COI (574pb). Se
utilizaron los modelos J1 para el codén 1, TN para el 2 y HKY para el 3. Los
valores de soporte de cada rama fueron calculados usando 1000 bootstrap, solo
los valores mayores a 60 son mostrados en el &rbol. Como grupo externo fueron

utilizadas especies del género Mazzaella, publicadas en Genbank.

Los marcadores rbcL y COI muestran que todos los individuos
secuenciados en este estudio (i.e. “M. laminarioides”) forman un grupo
monofilético sostenido por un valor de 100 bootstrap (Figuras 6, 7). Como en un
estudio filogenético en el orden de las Gigartinales, realizado por Hommersand y
colaboradores (1999) con el marcador rbcL, M. membranacea (Genbank
AF146214, especie presente en la costa Chilena) aparece como el grupo externo
mas cercano de M. laminarioides en nuestro estudio (Figura 6). Las distancias
genéticas entre M. membranacea y M laminarioides, son mostradas en la Tabla 2
para los marcadores rbcL e ITS1. Lamentablemente, no existen secuencias
disponibles en Genbank de M. membranacea para el marcador COI, y para este
gen, M. affinis (Genbank AY970577, especie presente solamente en el hemisferio

Norte) aparece como el grupo externo mas cercano de M. laminarioides (Figura 7).
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Tabla 2.- Valores de Kimura 2-parametros (Kimura 1980) calculados entre los
haplotipos encontrados en los marcadores COIl y rbcL. Los grupos fueron definidos
de acuerdo a los tres grupos monofiléticos encontrados para el marcador COIL.
Para el marcador ITS1 las distancias genéticas son mostradas como la tasa de
sitios polimérficos (calculado como el nimero de sitios polimérficos incluyendo los
gaps, dividido por numero de los sitios total). Entre paréntesis se indica el nimero
de pares de bases, sobre las cuales que se calcularon los valores de distancia
genética y sus respectiva desviacion estandar. Para las seis secuencias de M.
laminarioides encontradas en GENBANK, se calcularon las distancias genéticas
entre cada una de ellas y el haplotipo mas cercano dentro de nuestro set de datos
(anotado en italico). ¥ Saunders (2005); T Hommersand et al. (1994); * Hughey et
al. (2001).

Kimura 2-parametros S/N° Sitios total
COI (574pb) rbcL (922pb) ITS1 (+/- 163)
Intragrupo
Grupo Norte 0.009089 +/-0.003062 0.001957 +/-0.001066 0.043
Grupo Centro 0.003158 +/-0.001564 0.000869 +/-0.000584 0.030
Grupo Sur 0.002333+/-0.001090 0.001087 +/-0.000586 0.079
Promedio 0.004860 +/-0.002095 0.001304 +/-0.000745  0.051 +/- 0.025
“Entre grupos
Norte/Centro/Sur 0.054606 +/-0.011144 0.010066 +/-0.002940  0.101 +/- 0.025
Mazzaellalaminarioides GENBANK
AY970593%(574pb), Chiloé 0.000 (ICO6)
U033807(922pb), Valparaiso 0.060 (FRJ1)
EU082420 (529pb), Horcon 0.000 (MAI1)
EU082421 (529pb), EI Desembocadero 0.000 (MAI1)
AF400052* (115pb), Valparaiso 0(TOP1)
AF400055* (165pb), Concepcion 0.006 (TOP1)
Especies mas cercanas del género Mazzaella
M. affinist AY970577 (574pb), British Columbia 0.136 (FRJ1)
M. membranacea AF146214 (922pb), Magallanes 0.042 (FRJ1)
M. membranacea EU090993 (173pb), Magallanes 0.23 (PAR1)

Para el marcador COl, el grupo monofilético “M. laminarioides” de nuestro
estudio, incluye la secuencia de M. laminarioides publicada en Genbank
AY970593 (Figura 7), que corresponde a la secuencia de barcoding propuesta
para esta especie (Saunders 2005). Para el marcador rbcL, existe una gran
discrepancia entre las tres secuencias publicadas en Genbank para esta especie

(Tabla 2) y ninguna de ellas fueron incluidas en la reconstruccion del arbol. Dos de
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estas tres secuencias (Genbank EU082420 y EU082421), no presentan ninguna
diferencias con las secuencias obtenidas en este estudio (Tabla 2). Las
secuencias de M. laminarioides AF400052 y AF400055 publicadas en Genbank
para el marcador ITS1 presentaron muy pocas diferencias con las secuencias

obtenidas en este estudio (0 y 0.006 respectivamente, Tabla 2).

En este grupo monofilético “M. laminarioides”, hemos detectado tres
linajes de haplotipos genéticamente diferenciados y geogréficamente
relacionados: (1) un grupo “Norte” que corresponde a individuos de las
poblaciones de FRJ y MAI (ubicadas entre los 30°40'S - 32°37'S), (2) Grupo
“Centro” que corresponde a individuos de las poblaciones de TOP, CON y CNC
(ubicadas entre los 34°05'S - 36°31'S); (3) un grupo “Sur” que corresponde a
individuos de las poblaciones de CDA, PIL, PUC, CHI, BHL, ICO, PAR y ICL
(ubicadas entre los 39°40'S - 54°03'S).

Los grupos Centro y Sur constituyen linajes monofiléticos para ambos
marcadores, y son soportados por altos valores de bootstrap (77 y 96 para el COI
y 98 y 74 para el rbcL, respectivamente, Fig. 6). La monofilia del grupo Norte solo
fue observada para el marcador COIl, y estd sostenida por un alto valor de
bootstrap (93, Figura 7). Las distancia genéticas obtenidas mediante el modelo
K2P (Kimura 2-Parametros, Kimura 1980) entre los tres linajes para el COl y el
rbcL son al menos 10 veces mas altas que las distancias calculadas entre
secuencias dentro de cada linaje (Tabla 2). Usando el criterio propuesto por
Hebert y colaboradores para el COI (2003, i.e. 10 veces mas diferencias entre
linajes que dentro de cada linaje) se podrian reconocer tres especies cripticas
dentro de M. laminarioides: el linaje “Norte”, el linaje “Centro” y el linaje “Sur”. En el
resto de este trabajo los datos seran tratados en su totalidad para todo Chile y

para cada uno de los tres linajes.
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B- Distribucién geografica de los polimorfismos.

Para el marcador ITS1, ninglin caso de Heterocigosidad fue encontrado
(ninguna secuencias con sobreposicion de picos de lectura en los cromatogramas)
en los 84 individuos secuenciados y las secuencias fueron tratadas como
haplotipos. Los valores de diversidad encontradas en las 13 poblaciones
muestreadas son mostrados en la Tabla 3, mientras que la distribucién geografica

de los haplotipos para estos dos marcadores esta presentada en la Figura 8.

Tabla 3. — indices de diversidad para los marcadores COIl e ITS-1 en las 13
localidades muestreadas de M. laminarioides. N, numero de individuos
secuenciados; nh, nimero de haplotipos encontrados; h¢orr, NUMero de haplotipos
encontrados corregidos por tamafio de muestra (COI=12; ITS-1=3); He, diversidad

haplotipica; mr, diversidad nucleotidica.

Ccol ITS-1
N nh heorr hpriv He m N nh heorr hpriv He m
Linaje Norte
Fray Jorge 21 3 1.8 3 0.58 0.0036 | 10 6 1.7 3 0.88 0.0151
Maitencillo 23 2 0.8 2 0.17 0.0003 | 10 1 - 0 0 0
Promedio 22 2.5 1.3 2.5 0.38 0.0019 |10 35 0.85 15 0.44 0.0075
Linaje Centro
Topocalma 17 3 2 3 0.60 0.0011 | 11 4 1.9 2 0.69 0.0109
Constituciéon 17 1 - 0 0 0 9 2 0.3 0 0.22 0.0014
Concepcion 15 2 1 1 0.42 0.0006 | - - - - - -
Promedio 16.3 2 1 1.3 0.34 0.0005 | 10 3 1.1 1 0.46 0.0062
Linaje Sur
Ch. de Aceituno 12 1 - 0 0 0 4 1 0 0 0 0
Pilolcura 21 4 3 3 0.76 0.0017 | - - - - - -
Pucatrihue 19 3 1.6 2 0.57 0.0009 | 4 4 2 1 1 0.0294
Chiloé 20 3 1.9 2 0.59 0.0010 | 10 5 1.4 1 0.80 0.0366
Bahia Low 18 2 1 1 0.42 0.0006 | 4 3 1.5 1 0.83 0.0159
Isla Concoto 18 1 - 0 0 0 3 2 1 0 0.66 0.0128
Punta Arenas 20 1 - 0 0 0 10 1 - 1 0 0
Isla Clarence 15 1 - 0 0 0 7 1 - 0 0 0
Promedio 17.8 2 1 1 0.30 0.0005|6.3 27 1 0.7 0.54 0.0160
TOTALES 235 19 - 17 0.82 0.0274 | 84 18 - 9 0.90 0.0221
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Figura 8. Distribucion geografica de los haplotipos de M. laminarioides: ITS1 (en
blanco y negro); COI (en color). Entre paréntesis se indica el numero de individuos

secuenciados.
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Para el marcador COlI, la distribucién geogréafica de los haplotipos de las
13 poblaciones muestreadas (Figura 8), confirma los primeros resultados
obtenidos anteriormente (Figura 6) y muestra la presencia clara de tres linajes
separados geogréficamente. Ninguna de las poblaciones muestreadas presenta
mezclas de haplotipos de distintos linajes y los tres linajes se encuentran
separados por dos zonas de transicion: (1) ~33°S entre MAI y TOP para el linaje
Norte y Centro, (2) ~37°S entre CNC y PIL para los linajes Centro y Sur (Fig. 7).
Por lo contrario, para el marcador ITS1, esta separacion clara no existe entre las
poblaciones del Norte, Centro y Sur (Fig. 8). Para el marcador ITS1, este resultado
discrepante podria ser debido al patron mutacional muy poco comun encontrado
en este marcador, que podria generar una alta homoplasia (Figura 9). En este
marcador se encontré sola una sustitucion, el resto de la variabilidad genética fue
generada por la presencia de gaps. Los poli-T, poli-C y poli-CAA presentes,
parecen comportarse como microsatélites (0 secuencias repetidas)
independientes, lo que genera una red de haplotipos que no permite la resolucion
de las relaciones ancestrales entre haplotipos (Figura 10).

Poli T Poli CAA Poli A

Figura 9. Patron mutacional del marcador ITS1, se muestran las repeticiones Poli
T, Poli CAAy Poli A.
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Figura 10. Red de Haplotipos construida con el programa Network (Bandelt et al.
1999) para los haplotipos encontrados con el marcador ITS1. Se atribuyeron
colores de acuerdo a los linajes encontrados en el marcador COIl. Rojo: linaje
Norte; Verde: linaje Centro; Azul: linaje Sur. Las separaciones pequefias entre
haplotipos son un paso mutacional de T o A, mientras que las separaciones
mayores son inserciones/deleciones de CAA.

A parte del caso particular del haplotipo H19 (COIl), compartido entre todas
las poblaciones del linaje Sur, los haplotipos generalmente se encuentran en una
sola poblacion (ver haplotipos privados, hgi, Tabla 3) o en unas pocas
poblaciones cercanas (Figura 8, COI haplotipo H9 compartido entre CON y CNC).
Este patrén de haplotipos compartidos solamente entre poblaciones cercanas es
particularmente claro para el ITS1 (Fig. 8). Los valores promedios de diversidad
encontrados fueron altos en las poblaciones muestreadas para los dos
marcadores (Tabla 3), con valores de diversidad haplotipica (He) y de numero de
haplotipos corregido por el tamafio del muestreo (hcorr), muy similares entre los
tres linajes (COIl: He = 0,30-0,38, h¢or = 1-1,3; ITS1: He = 0,44-0,54, heor = 0,85-
1,1; Tabla 3). La diversidad nucleotidica () para el marcador COI, fue mas alta en
el linaje “Norte” (0,0019) que en los otros linajes (0,0005), mientras que el linaje
“Sur” presento valores mas alto de mr para el ITS1 (0,016 > 0,0062-0,0075, Tabla

3). El numero de alelos privados (hpriv) encontrados en el linaje “Norte”, fue mayor
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al numero encontrado en los dos otros linajes para los dos marcadores

(aproximadamente el doble para el marcador COI, Tabla 3).

Para los dos marcadores, Fray Jorge fue la localidad con mayor diversidad
genética en el linaje Norte y la de Topocalma en el linaje Centro (He
respectivamente de 0,58 y 0,60 para el COIl y 0,88 y 0,69 para el ITS1; Tabla 4).
En el linaje Sur, las poblaciones ubicadas al limite norte de éste (Pilolcura,
Pucatrihue y Chilo€), fueron las que presentaron los mayores valores de
diversidad genética (He desde 0,59 hasta 0,76 para el COl y 0,80 hasta 1,0 para el
ITS1; Tabla 4). De hecho, para el linaje Sur, existe un claro patrén de disminucion
de la diversidad genética desde Pilolcura y Pucatrihue (zona de mayor diversidad),
hasta el extremo sur Punta Arenas y Isla Clarence, en donde un solo haplotipo fue
encontrado para el COIl como para el ITS1 (Figura 8). La poblacién mas al Norte,
Chafiaral de Aceituno, presenta un patron muy particular. En esta poblacion se
encuentra un solo haplotipo para el marcador COl como para ITS1 (Figura 8,
Tabla 3). En el caso del marcador COI, este haplotipo corresponde al haplotipo
mas comun del linaje Sur (H19), mientras que en ITS1 este haplotipo corresponde
a un haplotipo presente en la poblacién cercana de Fray Jorge H1 (Figuras 8, 10).
Existe otros tres haplotipos de ITS compartidos entre linajes: H6 encontrado en las
poblaciones del centro y del Norte y H7 y H14 en las poblaciones del Centro y del
Sur (Figura 8 y 10).

C- Demografia Histoérica:

En los analisis de distribucién mismatch para el marcador COI, tanto los
linajes Norte como Centro, presentaron una distribucién multimodal (Figura 11),
gue se ajusta de manera muy imperfecta a las distribuciones esperadas bajo los
modelos de expansion repentina como espacial (Tabla 4). De hecho, se rechaza el
modelo de expansion repentina en el linaje Norte (p=0,037, Tabla 4) y del mismo
modo el ajuste de la expansion espacial son muy bajos para el linaje Centro
(p=0,07 cercano a la significativo). Los linajes Centro y Norte presentan valores de

los indices D de Tajima y Fs de Fu positivos aunque no significativos (Tabla 5), lo
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que sugiere un equilibrio demografico para ambos linajes. Para el linaje Sur se
observé una distribucion mismatch del tipo unimodal (Figura 11), la que se ajusta a
un modelo de expansion repentina (p=0,816, Tabla 4). Estos datos estan
corroboradas por los indices de D de Tajima, Fs de Fu negativos (solo
significativos para el caso de el indice Fs = -3.50; p= 0.07, Tabla 4) y por una red
de haplotipos en estrella generalmente asociada con una expansion poblacional

reciente (Figura 11).

Norte
0.50 -
g:g : . Observado
_g 035 - m--8 Esperado
H1
. D = 2.08; p=0.98
o
20 H2
o Ha Fs=7.03;p=0.98
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 H5
Numero de diferencias entre pares
desecuencias
Centro
0.50 H6
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Figura 11. Inferencias de la historia demograficas de cada linaje. El linaje Sur no
incluye la poblacion de CDA debido a su ubicacion geogréfica. Los analisis
realizados de izquierda a derecha son: distribucion Mismatch con el programa
Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer 2010), una red de Haplotipos con el programa
Network v4.6.0 (Bandelt et al. 1999), y fueron calculados los indices D de Tajimay

Fs de Fu con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer 2010).
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D- Datacion de los eventos divergencia entre linajes y de expansion

poblacional.
Para el marcador rbcL, el tiempo de divergencia se calculd solo entre los

dos linajes monofiléticos Centro y Sur, y se estimo6 que la divergencia corresponde
a una fecha entre 4.200.000 (minimo) — 4.900.000 (maximo) afios atras. Para el
COl, usando la tasa promedio de divergencia en plantas se obtiene una
separacion entre los linajes Centro y Sur hace 3.200.000 afios atras y una
separacion entre el linaje Norte y estos dos linajes hace 8.600.000 afios atras.
Todas las fechas de divergencia entre linajes de M. laminarioides son ubicadas en
el Plioceno. En el dnico linaje que presenta una clara expansion poblacional
reciente (linaje Sur, Tabla 4), se calculd la fecha de la expansion mas reciente,
usando los valores de t calculados por el modelo expansion repentina que mejor
se ajusta a los datos (0.00-2.58, Tabla 4). Considerando un tiempo generacional
de un afio en M. laminarioides, se obtiene una fecha de expansion hace 175.438
afos atras. Las fechas calculadas se ubican entre el Holoceno y Pleistoceno, con
un rango de 0 — 495.000 afos atras, basado en el intervalo de confianza de 95%
del valor de t (Tabla 4).

Tabla 4- Pruebas de neutralidad calculadas usando las secuencias de COI en los
tres linajes y ajuste de la distribucibn mismatch con modelos de expansion
poblacional. Los valores de significancia de los indices D de Tajima y Fs de Fu,
fueron calculados usando 1000 muestras simuladas. Los valores de t fueron

estimados bajo los modelos de expansién repentina y expansion espacial.

D Fs T T
Tajima Fu repentina espacial
Linaje Norte 2.08 7.03 10.0 (0.00-25.20) 8.73 (0.00-22.05)
p=0.98 p=0.98 p=0.037 p=0.264
Linaje Centro 1.26 2.08 4.6 (0.00-14.46) 0.02650 (0.00-88.72)
p=0.88 p=0.86 p=0.23300 p=0.070
Linaje Sur -1.02 -3.50 1 (0.00-2.84) 0.79 (0.00-2.58)

p=0.15 p=0.07 p=0.816 p= 0.739
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DISCUSION.

El resultado de esta investigacion, basado en un muestreo que cubre
practicamente todo el rango de distribucion de M. laminarioides, ha demostrado
congruentemente para los marcadores COI (mitocondrial) y rbcL (cloroplastico), la
presencia de tres linajes monofiléticos (Norte, Centro y Sur), formando
posiblemente un complejo de tres especies cripticas. EI marcador COl muestra
que los tres linajes se encuentran separados geograficamente por dos zonas de
transicion: (1) entre los 32°37'S-34°05'S, ubicada entre los linajes Norte y Centro y
(2) entre 36°31'S-39°40'S, ubicada entre los linajes Centro y Sur. Sin embargo, se
ha encontrado una discrepancia de este patrén con en el marcador ITS1, él que no
muestra ningun gran quiebre filogeografico en la distribucién de los haplotipos. El
origen, la localizacién y la importancia de estos quiebre genéticos, en comparaciéon
con los quiebre biogeogréficos ya estudiados en Chile, son discutidos a

continuacion.

I) M. laminarioides, un potencial complejo de tres especies cripticas.

Los altos niveles de biodiversidad en el ambiente marino, sugieren que la
divergencia genética y eventual especiacibn pueden ser comunes en estos
ambientes (Knowlton 1993, Mathews 2006). Posibles especies hermanas o
especies que son dificilmente diferenciables morfolégicamente, han sido descritas
anteriormente para varios taxas: algas (Tellier et al. 2009), peces (Colborn et al.
2001), esponjas (Klautau et al. 1999) y copépodos (Lee 2000, Rocha-Olivares et
al. 2001). Las algas marinas proveen un importante nimero de ejemplos, en que
los andlisis genéticos han jugado un importante rol para definir los limites entre
especies (Knowlton 2000), esto debido su simplicidad morfolégica que lleva a
complicaciones por la falta de caracteres diagnésticos (Van Oppen et al. 1996), a
su plasticidad fenotipica (ej.: Bakker et al. 1996, Benzie et al. 1997) y sus historias
de vida heteromorficas (Knowlton 2000). Los resultados del estudio filogeografico

de M. laminarioides, muestran evidencia consistente sobre la presencia de un
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complejo de tres entidades genéticamente muy diferentes, las que podrian ser
consideradas como un complejo de especies cripticas (M. laminarioides spp.).
Primero, las reconstrucciones filogenéticas para los marcadores COI y rbclL,
evidenciaron la presencia de tres linajes monofiléticos soportados por altos valores
de bootstrap dentro de M. laminarioides (Figura 6; 7). Segundo, a pesar de que los
valores estimados de distancia (K2P) fueron bajos entre linajes (0.054606 +/-
0.011144, Tabla 2), en comparacion a los reportados en otros taxas, ej.: peces;
0.39 (Ward et al. 2005), éstos se encuentran en el rango de los valores reportados
en otras especies de algas estrechamente relacionadas (0.00613 - 0.06982)
(andlisis realizado en 14 especies del orden Scytosiphonales, Kogame et al.
1999). Ademas, se encontr6 10 veces mas diferencias genéticas entre linajes
(COI: 0.054606; rbcL 0.010066) que dentro de cada linaje (COI: 0.004860; rbcL:
0.001304), lo que corresponde al criterio de cédigo de barras para delimitar
especies propuesto por Hebert y colaboradores (2003, i.e. 10 veces mas
diferencias entre grupos monofiléticos que dentro de cada grupo). Aunque los
resultados son congruentes entre los marcadores COI y rbcL, se hace necesario
corroborar la idea de un complejo de tres especies hermanas dentro de M.
laminarioides spp., principalmente mediante experimentos de aislamiento

reproductivo e hibridacién introgresiva (Palumbi 1994, Bickford et al. 2007).

Las grandes diferencias genéticas entre linajes, para los marcadores COI
y rbcL, sugieren que las divergencias entre ellos ocurrieron hace mucho tiempo.
Lamentablemente, la capacidad de estimar las fechas de divergencia entre linajes
en algas es limitada, debido a la ausencia de registros fésiles (Provan & Bennett
2008). Por esto, las estimaciones de fechas de divergencia en algas se basan en
tasas de sustitucion determinadas de formas indirectas, como extrapolaciones en
base a procesos geoldgicos y procesos de divergencia (Knowlton & Weight 1998,
Zuccarello & West 2002) o utilizando tasas de sustitucion propuestas para grupos
cercanos (Hoarau et a. 2007). Las estimaciones indirectas de las fechas de
divergencia entre los linajes de M. laminarioides spp., fueron estimadas usando

tasas de sustitucion sugeridas para plantas para el marcador COI (Cho et al. 2004)
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y de un alga roja para el marcador rbcL (Kamiya et al. 2004) y sugieren una
divergencia ancestral en un rango entre 3.000.000 a 4.000.000 (Plioceno — inicios
del Pleistoceno) de afios atras aproximadamente para la divergencia entre el
grupo “centro” y el grupo “sur”. Aunque la precision de estas estimaciones de las
fechas de divergencia es baja, las dos especies “centro” y “sur’ se originaron
mucho antes de los eventos glaciares del cuaternario (Avise 2000, Dawson 2005,
Maggs et al. 2008).

Al contrario de las grandes diferencias encontradas entre linajes para
marcadores COIl y rbcL, el marcador ITS1 no mostré ningin gran quiebre
filogeogréfico. Para el marcador nuclear (ITS1) si bien existe una estructuracion
genética entre los linaje determinados con el marcador COI, algunos haplotipos de
ITS1 son compartidos entre poblaciones geograficamente cercanas de los tres
distintos linajes. Este patron podria estar ligado a procesos de introgresion
recientes, los que ocurririan en las zonas de transicion y son solo visibles en
marcadores nucleares (Rieseberg & Wendel). Pero este patrbn no se debe
necesariamente a una conexion existente entre las poblaciones ya que el tipo de
mutaciones en este marcador (insercién/delecion) lleva a tener una alta
probabilidad de homoplasia entre haplotipos de diferentes poblaciones. Esta alta
probabilidad de homoplasia en el marcador ITS1, no permite estimar el flujo génico
real entre las poblaciones y por ende no permite detectar el patron originado por
barreras a la dispersion. Para este marcador, ha sido reportada una alta tasa de
mutacion en una otra alga, Macrosystis sp. (Coyer et al., 2001), lo que mantendria
un alto niumero de homoplasias entre haplotipos. Nuestros datos no nos permiten
distinguir entre efectos de introgresion recientes y/o homoplasia, y seria de interés
de completarlo con un estudio usando otros marcadores nucleares como los

microsatélites.
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) Zonas de transicion.

La concordancia entre quiebres genéticos y zonas de transicion
biogeograficas, ha sido descrita para muchas especies en diferentes partes del
mundo (Avise 2000, Collin 2001, Hellberg et al. 2001, Jolly et al. 2005). La zona
mas estudiada ha sido Point Concepcién ubicada entre los 33°N-34°N en la costa
del Pacifico Norte, en esta zona se han encontrado para varias especies
congruencias entre quiebres genéticos y esta zona de transicion (Burton 1998,
Dawson 2001).

En la costa chilena, se han reportado congruencias entre la zona de
transicion de los 30°S-33°S y quiebres genéticos (Tellier et al. 2009, Zakas et al
2009). Estos quiebres genéticos varian tanto en su ubicacién como en la magnitud
de la estructuracion sobre las especies estudiadas (Tabla 5). Tellier y
colaboradores (2009), sugieren para el alga parda Lessonia nigrescens, que
posee una limitada capacidad de dispersion, la presencia de dos linajes
divergentes - posiblemente especies cripticas - asociados a la zona de transicién
de los 30°S. Para Macrosystis pyrifera, un alga parda con alta capacidad de
dispersion, se encontraron dos discontinuidades genéticas (la magnitud de estos
quiebres es menor a los encontrados a L. nigrescens, solo pocos pasos
mutacionales de diferencia entre haplotipos) a través de su rango de distribucion
(Macaya & Zuccarello 2010), el primero ubicado en los 33°S y un segundo ubicado
a los 42°S, congruentes con las zonas de transicién descritas por Camus (2001).
Por otra parte Zakas et al. (2009), sugieren para el cirripedio Notochthamalus
scabrosus, que posee una fase de dispersion larval de un mes aproximadamente,
un quiebre genético dado por una restriccion al reclutamiento de ciertos haplotipos
relacionado a la zona de transicion de los 30°S. Al contrario de este patron de
congruencia, en el muricido Concholepas concholepas, no se evidencidé ningln
quiebre genético a través de su rango de distribucion, el que cubre toda la costa
chilena (Cardenas et al. 2009), este resultado fue principalmente atribuido a su
alta capacidad de dispersion larval (como minimo 3 meses en la columna de agua,
Di Salvo 1988).
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Tabla 5.- Tabla modificada de Tellier 2009 (Tesis doctoral). Comparacion
de los patrones de estructuracion genética, de especies marinas, que atraviesan al
menos una de las dos zonas de transicion descritas para la costa chilena. Para
cada especie, se indica las principales caracteristicas del ciclo de vida y las
principales caracteristicas del estudio. Rango Distrib.: area de distribucion
conocida en la costa chilena; Habitat: tipo de habitat (arena pelagicos, rocosos);
Dispersion: Duracion de la etapa larval en el caso de invertebrados, en el caso de
las algas es indicada su capacidad de dispersion mediante esporas y/o talos;
Rango estudio: rango en el cual fueron realizados los muestreos; Marcador: tipo
de marcador molecular (mitocondrial, cloroplastico, nuclear); Ubic. disc. genética:
muestra el rango o la ubicacion exacta en donde se ubican el o los quiebres

genéticos; Autor: indica el nombre del primer autor.

Rasgos de Historia de Vida Informacion del estudio
Especie Clasific. Rango Habitat Dispersion Region Marcador Ubic. Autor
Distrib. (capacidad) | estudio disc.
genética
Notochthamalus Crustaceo SD Intermareal Larva 28°23'S- COI (mit.) 30°-31°S Zakas et
scabrosus Maxillipedo planctonica | 34°24'S EF1 (nuc.) al.
(20-37 dias)
Mesodesma Molusco 5°S- Intermareal Larva 18°18'S- COI (mit.) 32°21'S-  Peralta et
donacium Bivalvo 42°S Submareal plancténica | 42°38'S 33°57'S al.
(arena) (26-28 dias)
Crepipatella Molusco 20°S-  Intermareal Desarrollo 28°29'S- COI (mit.) 29°28'S- Brante et
dilatata Gasterépodo 34°S Submareal directo 33°23'S 29°58'S al.
(rocoso)
Exirolana Crustaceo 23°S-  Intermareal Desarrollo SD COI (mit.) 30°S-32°S  Varela &
hirsuticauda Is6podo 41°S (arena) directo Haye
Acanthina Molusco 28°S-  Intermareal Desarrollo 28°24'- COI (mit) 30°S Sanchez
monodon Muricido 55°S Submareal directo 52°59’ 42°S etal.
(rocoso)
Lessonia Alga 18°S-  Intermareal Baja 15°S- ITS1, ITS2 (nudc.) 30°S Tellier et
nigrescens Laminariales 55°S (rocoso) 40°S Rub. Spacer (clo.) al.

atp8/trns (mit.)

Macrosystis Alga 17°S-  Intermareal Alta 17°S- atp8/trns 33°S Macaya &
pyrifera Laminariales 56°S Submareal 56°S 42°S Zuccarello
(rocoso)

En M. laminarioides, el tamafio reducido de las poblaciones asociado a
una baja capacidad de dispersion podria generar rapidamente una estructuracion
genética muy fuerte aun sin existencia de clara barrera fisica para los flujos
génicos. Para estos tipos de organismos, algunos eventos estocasticos como

levantamientos continentales o eventos ENSO podrian generar fuertes cuellos de
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botella y extinciones locales. De hecho se ha demostrado que en poblaciones
donde la deriva actia muy fuerte se pueden generar quiebres genéticos sin la

existencia de barreras geogréficas a los flujos génicos (Irwin et al. 2002).

Este estudio, evidencio la presencia de dos zonas de transicion para
Mazzaella laminarioides a lo largo de su distribucion en la costa chilena: (1) entre
los 32°37'S-34°05'S: separando los linajes Norte y Centro (2) entre los 36°31'S-
39°40'S separando los linajes Centro y Sur. La primera zona de transicion (32°S —
34°S), podria corresponder a la zona de transicion (30°S-33°S) que separa la
Provincia Peruana del Area Intermedia (Camus 2001). Por otra parte, la segunda
zona de transicion (36°S — 39°S) que separa los linajes Centro y Sur, no coincide
con ninguna zona de transicion actualmente descrita para la costa Chilena. La
ubicacién de la zona de transicién que separa la Provincia Peruana del Area
Intermedia no es clara y varia dependiendo tanto de los taxas estudiados como de
los autores (Camus 2001, Thiel et al. 2007, Tellier et al. 2009, Zakas et. al. 2009).
En esta zona han sido reportado en la actualidad patrones oceanograficos
caracteristicos como fuertes remolinos cinéticos (Hormazabal et al. 2004), que
podrian limitar la conectividad entre poblaciones localizada en ambos lados. La
zona cercana de los 30°S ha sido descrita como una de las zonas de mayor
surgencia en la Costa chilena (Thiel et al. 2007), esto se ha usado como la
potencial razon para explicar importantes cambios en el patron de reclutamiento
de algunas especies de invertebrados entre los 30°S-32°S (Broitman et al. 2001,
Navarrete et al. 2005). Estos patrones oceanograficos podrian explicar la falta de
conectividad entre los linajes Norte y Centro de Mazzaella laminarioides.

La ubicaciéon de la segunda zona de transicién (entre los linajes Centro y
Sur) se encuentra entre la zona de Concepcion y Valdivia (36°S - 39°S). Entre
estas localidades, se han descritos procesos oceanograficos como caracteristicas
geograficas de la costa propios de esta zona. Ambos factores, podrian afectar la
conectividad de poblaciones de especies, cuyo rango de distribucién atraviesa
esta zona. En particular, la zona de los 37°S ha sido descrita como una de las

zonas con mayores niveles de surgencia en la costa chilena (Thiel et al. 2007).
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Ademas, un estudio realizado en la costa chilena desde los 18°S hasta los 42°S,
ha descrito la zona entre los 36°S y los 40°S como la zona con las mayores
extensiones de playas de arena en la costa Chilena (+/- 4 Kildbmetros de extension
total), separadas por cortas distancias entre ellas (+/- 1 Kildmetro) (Thiel et al.
2007). La ausencia de habitat, para especies que habitan el intermareal rocoso
(como M. laminarioides) en esta zona, ha sido la principal hipétesis planteada para
explicar los patrones de estructuracion genética encontrados en Lontra felina
(Vianna et al. 2010) y Durvillea antartica (Fraser et al. 2010) dos organismos con
mucho mayor potencial de dispersion que M. laminarioides. Ambos, largas
distancia geograficas entre habitats rocosos (existencia de playas de mas de 4
Km., Thiel et al. 2007) y diferencias en el régimen de surgencia podrian explicar la

falta de conectividad entre los linajes Centro y Sur de de M. laminarioides.

[Il) Demografia Histérica:

Los analisis realizados para inferir la historia demografica de los linajes
sugieren para los linajes Norte como Centro, un equilibrio poblacional, sin grandes
cambios demogréficos en estos linajes (Figura 11, Tabla 4). El linaje sur, por el
contrario, muestra una historia demografica distinta de expansion poblacional, con
interesantes patrones genéticos resultantes posiblemente de procesos ocurridos

durante el UMG (extinciones) como posteriores a este periodo (recolonizaciones).

El UMG ha sido descrito como el evento que tuvo el mayor efecto en la
actual distribucién de las especies (Avise 2000), forzando a muchos taxas de
climas templados a retroceder en su rango de distribucion durante el avance de
las capas de hielo (Hewit 2003). El efecto de este evento sobre la distribucion de
algas marinas ha sido estudiado en el hemisferio norte (Coyer et al 2003, Provan
et al. 2005, Hoarau et al. 2007, Olsen et al. 2010), describiendo patrones similares
en la distribucion de la diversidad genética entre las especies estudiadas. Nuevos
estudios hechos en la costa Chilena han demostrado en las algas marinas

Durvillea antartica (Fraser et al. 2009) y Macrosystis pyrifera (Macaya & Zuccarello
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2010), un patron similar de homogeneidad genética en la zona patagonica ubicada
al sur de los 44°S, atribuido como consecuencia de procesos de recolonizacion
posteriores al UMG. Para D. antartica, es sugerida una recolonizacion desde una
fuente transoceanica, debido a la cercana relacion genética entre las muestras del
extremo sur de Chile y de Nueva Zelanda (Fraser et al. 2010), mientras que para
M. pyrifera se sugiere una recolonizacion desde la zona libre de hielo al Norte de
Chiloé (Macaya & Zuccarello 2010). El linaje Sur de M. laminarioides, muestra una
disminucién de su diversidad genética cuando aumenta la latitud (Figura 8, Tabla
3), con la presencia de un solo haplotipo (H19, ver Figuras 8, 11) en el extremo sur
de Chile. Ademas, este linaje muestra una red de haplotipos de tipo estrella
(Figura 11) caracteristica de procesos de expansion poblacional reciente, en
donde el Haplotipo 19 (H19) es sefialado como el haplotipo ancestral. Para M.
laminarioides, el patron de disminucion en la diversidad genética en la zona sur y
la presencia de un haplotipo compartido entre las poblaciones del extremo Sur y
las poblaciones localizadas al Norte de Chiloé, sugiere (1) una extincién de las
poblaciones del extremo Sur durante el UMG y (2) una recolonizacién de esta
zona desde la zona libre de hielo posiblemente al final del UMG. Este proceso de
recolonizacién es congruente con el grafico de distribucion Mismatch para este
linaje, €l que se ajusta a un modelo de expansion poblacional reciente y con los
indices D de Tajima y Fs de Fu negativos. Este patron de de diminucion de la
diversidad genética encontrado en el marcador COI, también es evidenciado para
el marcador ITS1, corroborando los procesos de extincibn y posterior
recolonizacion desde la zona norte del linaje Sur. La poblaciéon del extremo Norte
(CDA) presenta un solo haplotipo para el marcador ITS1 como para el marcador
COIl (en el caso del COI este haplotipo corresponde al mas comuan del linaje Sur,
H19) lo que hace pensar que esta poblacion fue una colonizacibn muy reciente,

probablemente ligada a actividades humanas o fendmenos de rafting.
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