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RESUMEN

La acuicultura de Mytilus chilensis en Chile constituye un importante sistema socio-ecolégico que se
sustenta a partir de la captacion de semillas desde los bancos naturales de la especie. Estas semillas, son
posteriormente trasladadas a zonas de cultivo extensivo, donde se “engordan” en alta densidad, lo que
implica una mayor competencia por recursos, resultando posibles procesos selectivos diferenciales
respecto de las poblaciones naturales. Esta actividad se emplaza en Patagonia norte, Region de los Lagos,
un ambiente altamente heterogéneo y dindmico, incluso a una pequefia escala geografica (~ 50 km). Este
método tradicional, en conjunto con las variables ambientales diferenciales, podria provocar una
supervivencia diferencial impulsada por procesos de seleccion natural en distintas zonas de cultivo. Dada
la importancia de los bancos naturales para el sistema, es importante comprender las dindmicas genético-
poblacionales que existen entre las poblaciones naturales y de cultivo de esta especie. Hasta ahora, los
estudios en torno a la especie se han concentrado en caracterizar los patrones de diversidad genética
neutral de poblaciones naturales, considerandola una gran unidad panmictica, altamente diversa, con una
baja diferenciacion genética espacial y algo de variacidn genética interanual dada por cambios en el éxito
reproductivo de la especie. Pero, no se han estudiado los patrones de diversidad genética espacial de
poblaciones de cultivo de la especie y el efecto diferencial que la heterogeneidad ambiental podria ejercer
sobre estos. En el presente estudio, se intentd avanzar en el conocimiento de las dindmicas poblacionales
que existen entre las poblaciones naturales y el cultivo de esta especie en una zona geografica acotada.
Para esto, usando el Sistema Reloncavi como area de estudio, se secuenciaron un total de 92 individuos
de poblaciones naturales y cultivo del seno (Bahia llque) y fiordo de Reloncavi (Chaparano). Se obtuvieron
97.722 SNPs mediante GBS alineados con el genoma de referencia. De los cuales, se detectaron 18 SNPs
putativamente adaptativos, sugiriendo un efecto discreto de la seleccidn natural sobre estas poblaciones.
Ademas, la poblacién de cultivo en Chaparano muestra diferenciacion genética, incluso con la poblacion
natural de su misma localidad. Estos resultados son una primera evidencia de que condiciones de cultivo
pueden estar ejerciendo presiones selectivas que promueven la diferenciacién genética en algunas zonas

de cultivo incluso cuando estdn expuestas a condiciones similares a las poblaciones naturales.

Palabras claves: mitilicultura, heterogeneidad ambiental, estructura genética, seleccion natural.



ABSTRACT

Mytiliculture is a relevant socio-ecological system sustained exclusively by the capture of seeds from the
natural environment, which are then moved to growing areas, where they are cultivated in high density,
implying greater competition for resources, which could imply differential selective processes with respect
to wild populations. This activity is mainly located in the Chilean northern Patagonia, Regidn de los Lagos,
a highly heterogeneous and dynamic environment at a small geographic scale (~50 km). This traditional
method, in conjunction with differential environmental variables, could lead to differential survival driven
by natural selection processes in different growing areas. Given the importance of wild populations
(natural beds) to the system, it is important to understand the population-genetic dynamics that exist
between wild and cultured populations of this species. However, so far studies have concentrated on
characterizing the neutral genetic diversity patterns of natural populations of the species, considering it
as a large panmictic unit, highly diverse, with low spatial genetic differentiation and some interannual
genetic variation due to changes in the reproductive success of the species. While cultivated populations
and the differential effect of environmental heterogeneity on spatial diversity patterns have not been
studied. In the present study, an attempt was made to advance in the knowledge of the population
dynamics that exist between wild populations and the cultivation of this species in a limited geographical
area. For this purpose, using the Reloncavi system as a study area, they sequenced a total of 92 individuals
from natural and cultivated populations in the sound (Bahia Ilque) and Reloncavi fjord (Chaparano).
Reloncavi fjord, located in an area of high freshwater inflow, is an important seedbed that sustains a large
part of the crops in the sector, including Bahia llque. A total of 97,722 SNPs were obtained by GBS aligned
with the reference genome. Of these, 18 putatively adaptive SNPs were detected, suggesting a discrete
effect of natural selection on these populations. In addition, the cultured population in Chaparano shows
genetic differentiation, even with the wild population of the same locality. These results are the first
evidence that cultivation conditions may be exerting selective pressures that promote genetic
differentiation in some cultivation areas even when they are exposed to conditions similar to those from

natural populations.

Key words: mytiliculture, environmental heterogeneity, genetic structure, natural selection.



INTRODUCCION

El cultivo de Mytilus chilensis Hupé, 1854 conforma un importante Sistema Socio-Ecoldgico en Chile
gue se emplaza casi en su totalidad en Patagonia norte, especificamente en la regidon de Los Lagos, donde
se concentra alrededor del 99% de la produccion (SERNAPESCA 2000-2022). En las ultimas décadas, esta
actividad ha experimentado un notable crecimiento, reflejado en los desembarques que han alcanzado
alrededor de 400.000 toneladas en los ultimos afios, consolidando asi a Chile como uno de los principales
productores y exportadores de mitilidos a nivel mundial (FAO 2018) (Figura 1). Ademas, dada la
variabilidad de actividades que se requieren para la produccién de este recurso, este sector genera

alrededor de 17.000 empleos directos e indirectos a nivel nacional (Dresdner et al. 2017).
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Figura 1. Desembarques de cultivos de Mytilus chilensis en la Regidn de los Lagos, Chile entre los afios 2010-2022.

Los cultivos de M. chilensis son sustentados a partir de la captacion de semillas (juveniles de la
especie), provenientes de poblaciones naturales, mediante la instalacion de cultivos en suspension
(Contreras & Godoy 2021). El proceso de captacién se lleva a cabo en unas pocas Areas de Manejo de
Recursos Bentdnicos (AMERBs) ubicadas en zonas de menor salinidad, como el fiordo de Reloncavi y la
costa este del mar interior de Chiloé. Una vez que las semillas alcanzan una talla entre los 1.5 a 3 cm,

aproximadamente alrededor de 2 meses después de la instalacion de colectores, son trasladadas a centros



de engorda ubicados en otras localidades, las cuales se encuentran ubicadas en las cercanias de la Isla
grande de Chiloé y a la costa oeste del seno de Reloncavi. En los centros de engorda, las semillas son
reposicionadas en “cuelgas”, dentro de una malla de algodén para facilitar que los individuos vuelvan a
fijarse al sustrato (Contreras & Godoy 2021). Esto es facilitado por el ciclo de vida que abarca una fase de
vida libre y una fase sésil. Durante su desarrollo temprano presenta una larva planctotréfica la cual se ha
registrado que puede permanecer en la columna de agua alrededor de 40-45 dias (Toro et al. 2004),
otorgdndole a la especie un alto potencial de dispersidn. Cuando encuentra un sustrato adecuado para
asentarse, esta larva se fija a través de la produccidn de estructuras proteicas llamadas visos, para
metamorfosear a su estado adulto y sésil. Estas estructuras proteicas se pueden volver a producir en caso

de desprenderse del sustrato (Laursen 1992, Silverman & Roberto 2012).

La mayoria de los cultivos de M. chilensis, se concentran en la Patagonia Norte, desde el seno de
Reloncavi hasta el Golfo de Corcovado (entre los 41.5°S, 43°S). Esta area se caracteriza por tener
condiciones ambientales altamente heterogéneas, incluso a cortas distancias. Se trata de una zona semi
cerrada que comprende un extenso mar interior, conocido como mar interior de Chiloé, el cual posee una
geomorfologia compleja compuesta por la gran presencia de fiordos, canales e islas y se compone por
cuatro microcuencas: seno de Reloncavi, fiordo de Reloncavi, Golfo de Ancud y Golfo de Corcovado (Silva
et al. 2009). Se encuentra influenciado por el aporte de agua dulce de varios rios patagdnicos que
desembocan en la costa este y por el intercambio de aguas oceanicas que ingresan a través del canal de
Chacao y la boca del Guafo (Sievers 2008, Narvdez et al. 2019, Vasquez et al. 2021). Condiciones
geograficas y oceanograficas generan fuertes gradientes horizontales en variables ambientales como la
temperatura y salinidad (Saldias et al. 2021, Vasquez et al. 2021). Ademas, se desarrolla una circulacién
estratificada, que es aun mds marcada en los fiordos, donde las diferencias ambientales pueden
observarse incluso dentro de una misma localidad, asociadas a la profundidad (Sievers 2008, Caceres &

Valle-Levinson 2010).

En invertebrados marinos, se ha reconocido al potencial de dispersién, facilitado por huevos, larvas
y/o adultos méviles, como un factor importante en la configuracién de patrones espaciales de diversidad
genética (Cowen & Sponaugle 2009). Se observa un mayor flujo genético en aquellas especies con un
mayor potencial de dispersion, lo que se traduce en poblaciones mdas conectadas y con una menor
diferenciacidn genética entre ellas (Kinlan & Gaines 2003, Haye et al. 2014). Dicho esto, el alto potencial
de dispersién natural de la especie dado por las caracteristicas de su desarrollo temprano, que contempla
una larva planctdnica con alta duracidn en la columna de agua (Toro et al. 2004), podria aumentar el flujo

genético entre las poblaciones de Patagonia Norte, manteniendo sus poblaciones conectadas.



Diversos estudios han proporcionado evidencia de que especies con alta capacidad de dispersién
pueden exhibir sefiales adaptativas en respuesta a las presiones selectivas generadas por gradientes
ambientales o mosaicos espaciales complejos de condiciones bidticas y abidticas (revisados por Palumbi
2004, Levin 2006, Sanford & Kelly 2011, Segovia et al. 2020). En estos casos, la diferenciacion adaptativa
persiste por una fuerte seleccion después de la dispersion, repercutiendo en la mortalidad selectiva de
migrantes por efecto de desajustes fenotipo-ambiente (Marshall et al. 2010). Por lo tanto, las condiciones
ambientales heterogéneas presentes en Patagonia Norte podrian actuar como presiones selectivas
locales, abriendo la posibilidad de que existan patrones de diferenciacién genética de M. chilensis en una
escala geografica reducida, tal como se ha observado en otros bivalvos asociados a ambientes
heterogéneos (Lehnert et al. 2023, Ropp et al. 2023). Una escala geografica reducida puede abarcar desde
unos pocos metros (Selander & Kaufman 1975) hasta cientos de kildmetros (Benestan et al. 2015, Canales-
Aguirre et al. 2022), dependiendo del potencial de dispersidn de la especie estudiada. Aqui la definimos
como un area donde las poblaciones naturales se encuentran hipotéticamente muy conectadas por flujo

génico, basado en lo esperado por su potencial de dispersion.

Los avances en las técnicas de secuenciacion han permitido la obtencién de gran cantidad de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) repartidos a lo largo de todo el genoma, los cuales son utiles
para detectar variacidn genética entre poblaciones, estructuras genéticas discretas y regiones del genoma
bajo la influencia de la seleccidn natural (Davey et al. 2011, Woodings et al. 2018). Los SNPs se pueden
encontrar en regiones del genoma codificantes y no codificantes, los que se consideran putativamente
adaptativos (outliers), y neutrales respectivamente. Loci neutrales pueden mostrar sefiales de como
fuerzas evolutivas como el flujo genético y/o la deriva génica influyen en los patrones de diversidad de las
poblaciones (revisado por Selkoe et al. 2016), mientras que loci outliers pueden entregar sefiales de

adaptacion local (Segovia et al. 2020, Mendiola et al. 2021).

Hasta ahora, los estudios moleculares en torno a M. chilensis se han enfocado en evaluar la
estructura genética espacial neutral Unicamente de las poblaciones naturales en su rango de distribucidn,
utilizando diversos marcadores moleculares como aloenzimas (Carcamo et al. 2005, Toro et al. 2006),
microsatélites (Larrain et al. 2014, Astorga et al. 2020), marcadores mitocondriales (Astorga et al. 2020,
Haye & Segovia 2023) y SNPs (Araneda et al. 2016). En estos estudios, independiente del marcador
utilizado, encuentran un patrén similar de baja diferenciacién genética entre poblaciones naturales,
sugiriendo una poblacién panmictica en el drea de Patagonia Norte, respaldado por un alto flujo genético
asociado a su potencial de dispersidn otorgado por la dispersién larval. Ademas, un estudio sugiere que la

diversidad genética de la especie posee una variacion interanual asociada con fluctuaciones en el éxito



reproductivo (Haye & Segovia 2023). Por otro lado, un estudio enfocado en comprender los patrones
espaciales de la diversidad genética adaptativa de las poblaciones naturales de M. chilensis utilizando SNPs
outliers, encontré dos grupos diferenciados en Patagonia Norte, asociados al seno de Reloncavi y al Mar
interior de Chiloé, lo que sugiere una alta influencia del ambiente sobre los patrones genéticos adaptativos

espaciales en Patagonia Norte (Araneda et al. 2016).

Los desembarques de la acuicultura industrial de M. chilensis dependen completamente del cultivo
de larvas recién asentadas que son recolectadas desde el medio natural. Dada la fuerte dependencia de
este socio-ecosistema del reclutamiento de semillas del medio natural (Molinet et al. 2021), es imperioso
comprender las dindmicas genético-poblacionales que existen entre las poblaciones naturales y de cultivo
de esta especie. Los sistemas de cultivo proporcionan un ambiente diferencial para el establecimiento de
semillas, donde la alta densidad implica una mayor competencia por recursos disponibles (Cubillo et al.
2012). En la almeja Coelomactra antiqua, se ha registrado una erosidn en la diversidad genética provocada
por las condiciones de cultivo, encontrando una menor diversidad genética en las poblaciones de cultivo
en comparacion con las poblaciones naturales (Kong & Li 2007). Esta pérdida de diversidad esta dada por
la densidad de los asentamientos en los hatchery, la cual estd acompafiada de una posterior mortalidad,
debilitando la capacidad de las poblaciones de cultivo de responder a los cambios ambientales. En
mitilidos, se ha registrado que diversas actividades asociadas a los cultivos, como el transporte de
individuos (Simon et al. 2019), el uso de estructuras artificiales sobre poblaciones naturales (Coolen et al.
2020) y el “spill-over” larval desde poblaciones de cultivo (Norrie et al. 2020) podrian estar potenciando el
flujo genético antropogénico entre las poblaciones naturales de la especie y entre las poblaciones
naturales con las del cultivo, pudiendo provocar cambios en la diversidad genética. Hasta ahora, no existen
estudios que evallen los patrones genéticos espaciales de las poblaciones de cultivo de M. chilensis, ni la
influencia que ejerce el ambiente sobre estos patrones. Este estudio busca avanzar en el conocimiento de
estos socio-ecosistemas caracterizando los patrones genéticos de esta especie, asociados a las diferencias
ambientales que existen en un sector altamente productivo del seno y fiordo de Reloncavi. Para esto,
caracterizamos la estructura gendmica espacial neutra y putativamente adaptativa, utilizando marcadores
SNPs, en poblaciones naturales y de cultivo de M. chilensis provenientes de las localidades de Bahia lique
(seno) y Chaparano (fiordo). Ademas, los loci putativamente adaptativos fueron asociados con variables
ambientales contrastantes e importantes para el desarrollo de la especie, para evaluar la posible influencia

de la seleccion natural sobre los patrones genéticos de M. chilensis en el Sistema Reloncavi.



HIPOTESIS

Hipdtesis 1

Las poblaciones naturales y de cultivo de Mytilus chilensis forman una Unica unidad panmictica,
caracterizada por un patrén de baja diferenciacidon genética neutral intrapoblacional en el seno y fiordo

de Reloncavi.

Hipodtesis 2

Las poblaciones naturales y de cultivo de Mytilus chilensis estan diferenciadas genéticamente por la
heterogeneidad ambiental del Sistema Reloncavi, las cuales estan actuando como factores selectivos
sobre los migrantes provenientes de localidades foraneas, ya sea por dispersidon natural o translocacion

para cultivo.

Predicciones

1. Se observard un Unico grupo genético neutral entre poblaciones naturales y de cultivo en localidades
ambientalmente diferentes en el fiordo y seno Reloncavi.

2. Se observaran diferencias genéticas adaptativas entre poblaciones naturales y de cultivo en
localidades ambientalmente diferentes en el fiordo y seno Reloncavi.

3. Se observaran diferencias genéticas adaptativas entre poblaciones naturales y de cultivo translocadas
expuestas a la misma fluctuacion ambiental de la misma localidad geografica en el fiordo y seno

Reloncavi.



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar los patrones geograficos de diversidad genética neutral y adaptativa entre poblaciones
naturales y de cultivo de Mytilus chilensis, asociada a diferencias ambientales en el seno y el fiordo de

Reloncavi.

Objetivos Especificos

e Detectar la presencia de loci putativamente sujetos a seleccién diversificadora en poblaciones
naturales y de cultivo de M. chilensis, en el seno y fiordo de Reloncavi, usando polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs).

e Caracterizar ambientalmente dos localidades del seno y fiordo de Reloncavi mediante el uso de datos
in situ, para analisis de asociacién gendmico-ambiental.

e Comparar la diversidad y diferenciacién genética neutral y adaptativa entre poblaciones naturales y
de cultivo de M. chilensis en el fiordo y seno de Reloncavi.

e Evaluar asociacion entre los patrones geograficos de diversidad genética adaptativa con variables

ambientales de importancia para Mytilus chilensis, en el seno y fiordo de Reloncavi.



METODOS

Area de estudio

El estudio fue emplazado en el seno y fiordo de Reloncavi que, en su conjunto, de ahora en adelante
sera referido como Sistema Reloncavi (SR). Se consideraron dos localidades de muestreo: Chaparano
(41,62°S; 73,08°0), ubicado en la ribera sur y en las cercanias de la boca del fiordo, y Bahia llque (41,75°S;
72,57°0), ubicada en el extremo poniente del seno (Figura 2). El seno Reloncavi es una bahia semicerrada
localizada en la Regidn de los Lagos, Chile. Posee una linea de costa circular que conecta por el este con el
fiordo Reloncavi y por el sur con el golfo de Ancud. Las caracteristicas hidrograficas del SR son muy
dinamicas dadas por la interaccién entre las aguas ocednicas, que ingresan principalmente por el Canal de
Chacao, y las aguas continentales provenientes de rios que desembocan en el fiordo y finalmente en el
seno, generando gradientes de salinidad a medida se aleja de las fuentes de agua dulce (Iriarte et al. 2014).
El fiordo Reloncavi recibe descargas de aguas continentales de dos rios con caudales estacionalmente
variables. Cercano a la cabeza del fiordo, se encuentra el rio Petrohué y en el medio recibe la descarga del
Rio Puelo con un caudal medio anual de 650m?3s™ (Ledn-Mufioz et al. 2013). Mientras que el agua marina
proveniente del seno Reloncavi ingresa por debajo de la superficie al fiordo, provocando fuertes
gradientes de salinidad superficial y diferencias en la estratificacion de la columna de agua a lo largo de
esta zona (Acha et al. 2004). El régimen de marea, de gran amplitud en la zona, se ve atenuado por la
profundidad del fiordo impidiendo la mezcla vertical y manteniendo la estratificacién de las masas de agua,
lo que provoca que existan diferentes variables ambientales en la columna de agua segun la profundidad
(Valle-Levinson et al. 2007). Aunque la estructuracion de la temperatura en la columna de agua suele ser
mas marcada (maximas) en primavera-verano y menos marcada (minimas) en otofio-invierno (Saldias et
al. 2021). Por otra parte, el Sistema Reloncavi posee una alta fluctuacién estacional, observando
temperaturas mas altas en temporada de primavera-verano con maximas en febrero, las cuales
disminuyen de forma gradual hasta alcanzar temperaturas minimas en agosto (Tello & Rodriguez-Benito
2009). Asimismo, se pueden observar aguas menos salinas en temporadas célidas y mas salinas en

temporadas frias (Castillo et al. 2016).



Obtencién de datos gendmicos

Se obtuvieron 50 individuos provenientes de bancos naturales y 50 de centros de cultivo de Mytilus
chilensis en cada uno de los sitios de muestreo (Chaparano y Bahia llque) (Figura 1, Tabla 1) en diciembre
del afio 2022. Aquellos provenientes de bancos naturales fueron recolectados durante la marea baja desde
la zona intermareal, en cercania a las poblaciones de cultivo, en un drea de alrededor de 50 m. Mientras
gue aquellos provenientes de centros de cultivo fueron muestreados con la ayuda de mitilicultores locales,
directamente desde los cultivos suspendidos, seleccionando individuos localizados a una profundidad de
~5 m. Una vez obtenida las muestras, estas fueron mantenidas vivas en agua de mar con aireacién continua

hasta el procesamiento, para evitar una eventual degradacion del ADN.

Se extrajo el musculo aductor de cada uno de los especimenes con material de diseccién, el cual fue
limpiado entre cada individuo con una bateria de cloro al 10%, alcohol al 70% y agua destilada para evitar
contaminacion cruzada. El tejido de interés fue fijado en etanol al 96%, el cual fue reemplazado por etanol
absoluto después de 24 horas. Una vez en el laboratorio, las muestras en etanol absoluto fueron

almacenadas a -20°C.

De las muestras colectadas, se extrajo el ADN gendmico a partir de 25 mg de tejido utilizando el kit
de extraccion DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cantidad y pureza del ADN fue evaluada con dos instrumentos: (i) Un espectrofotémetro Nanodrop 2000
(Thermo Fisher scientific, USA) para determinar la concentracién total y observar las curvas de pureza del
ADN vy (ii) un fluorimetro Qubit 4 (Thermo Fisher scientific, USA) para tener una medicidon mas sensible de

la concentracion del ADN integro obtenido.

Una vez cuantificado el ADN de cada uno de los individuos, se seleccionaron 23 muestras por
poblaciéon que tuvieran concentraciones sobre 20 ng/uL medido en Qubit 4, de acuerdo con las
indicaciones del servicio de secuenciacion. Estas, fueron sometidas a una prueba de actividad enzimatica,
en donde fueron digeridas con la enzima EcoRl a 37° C durante seis horas, para asegurar que no hubiera
inhibidores presentes que pudieran afectar el proceso de secuenciacién. Tanto el ADN gendmico total,
como las muestras digeridas con enzima de restriccidn, fueron visualizadas mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio, para observar las bandas de alto peso moleculary

las bandas digeridas de ADN.

Una vez comprobada la calidad del ADN, las muestras fueron enviadas al Centro de Biotecnologia

de la Universidad de Wisconsin, USA para ser secuenciadas con el método de representacidn reducida



Genotyping by Sequencing (GBS), que utiliza enzimas de restriccion para secuenciar multiples muestras de
ADN repartidas en todo el genoma, reduciendo la complejidad de este (De Donato et al. 2013). Esta es una
técnica ampliamente utilizada en estudios de gendmica de poblaciones (Araneda et al. 2016; Segovia et
al. 2020; Nam et al. 2021; Segovia et al. 2022; Tan et al. 2023) por su replicabilidad, rapidez y calidad de
los datos. Ademas, al tener una mayor cobertura en el genoma, permite detectar miles de Polimorfismos
de un Solo Nucledtido (SNPs) que pudieron haber experimentado seleccién natural, a diferencia de los

marcadores tradicionales (Narum et al. 2013).

La secuenciacion fue llevada a cabo utilizando la enzima de restriccion ApeKl, optimizada para
Mytilus chilensis por Segovia et al. (Sometido). Posterior a la digestion, cada fragmento de ADN fue ligado
a un adaptador Unico tipo barcode, para identificar de manera precisa cada individuo posterior al proceso
de secuenciacidn, en posteriores analisis. La secuenciacién se efectudé en una plataforma NovaSeq6000
(Nlumina, USA) y la calidad de las lecturas resultantes fueron visualizadas y analizadas en FastQC (Andrews

2010).
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Figura 2. Sitios de coleccion de Mytilus chilensis en el Sistema de Reloncavi, Region de Los Lagos, Chile.



La deteccién de SNPs dispersos por el genoma se realizé mediante el pipeline STACKS 2.6 (Catchen
et al. 2013), que incorpora un modelo de maxima verosimilitud para identificar polimorfismos en las
secuencias y distinguirlos de errores de secuenciacién. Primero, mediante el médulo ‘process_radtags’ del
pipeline, se ordenaron las lecturas por muestras individuales, mediante la identificacién de la secuencia
barcode, desde la libreria de Illumina. Luego fueron preparadas para su posterior alineamiento,
eliminando los barcodes y filtrando aquellas secuencias de baja calidad. Las lecturas ya identificadas y
ordenadas fueron alineadas utilizando el genoma de referencia de Mytilus chilensis (Gallardo-Escarate et
al. 2023) mediante el software Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (Li & Durbin 2009). Los archivos de salida
generados por BWA, fueron procesados utilizando Samtools (Danecek et al. 2021), donde fueron
ordenados, indexados y filtrados, permitiendo la eliminacién de datos defectuosos y/o duplicados.
Utilizando el médulo ‘ref_ map.pl’ de STACKS, se agruparon secuencias similares de cada individuo en pilas,
a partir de los archivos alineados y estas se compararon entre individuos para identificar SNPs. Finalmente,
se genotipd a cada individuo por locus utilizando el mddulo ‘gstacks’ y se aplicaron filtros para eliminar
SNPs poco confiables con el médulo ‘populations’ utilizando una frecuencia minima de alelo menor de

0,03 (MAF), para garantizar que cada SNP esté presente en al menos el 3% de los individuos.

Tabla 1. Informacidn de poblaciones de Mytilus chilensis en el Sistema Reloncavi, Region de los Lagos, Chile. N:
numero de individuos secuenciados.

Proveniencia Acrénimo N Coordenadas
Chaparano :)anco CHA_N 23
e 41,62°S: 73,08°0
Chaparano cultivo CHA_C 23
Bahia II(iue Ibanco ILQ_N 23
natura 41,75°S; 72,57°0
Bahia llque cultivo ILQ C 23

Del conjunto de datos resultante, se excluyeron aquellos individuos que contenian mas de 80% de
missing data. Ademas, se excluyeron aquellos SNPs con una tasa minima de llamada del sitio (mnC) de
0,85, para garantizar de que al menos el 85% de los individuos en cada SNP hayan tenido una
determinacidn genotipica exitosa y aquellos con una MAF inferior al 3%, con el fin de garantizar una
representacion minima del 3% en cada alelo. Los valores de los filtros fueron determinados con base

empirica, después de varias rondas de filtros.
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Posteriormente, estimamos las desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) por locus con
el software Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010) usando 100.000 permutaciones. Los p-value
resultantes, se sometieron a una correccion de tasa de descubrimiento falso o FDR (Haynes 2013) (g-value
=0,05), y se elimind de la base de datos los SNPs que estaban en desequilibrio en al menos el 75% de los
sitios considerados, para evitar incluir estructura dada por artefactos de secuenciacién en los siguientes

analisis (Pearman et al. 2022).

Obtencion de Outliers

De los SNPs ya filtrados, se detectaron los loci putativamente sujetos a seleccién natural, utilizando

el andlisis basado en la diferenciacién poblacional, Bayescan 2.1 (Foll & Gaggiotti 2008).

Bayescan emplea un enfoque bayesiano basado en un modelo de regresién logistica. Este método
puede distinguir loci que podrian estar experimentando selecciéon natural de aquellos afectados por
procesos neutrales, utilizando diferencias en frecuencias alélicas entre las poblaciones. El analisis se llevd
a cabo utilizando un prior odds de 10 para simplificar la modelizacién de Fsr, dado el nimero limitado de
poblaciones. Aunque se recomienda aumentar el prior odds al analizar un gran niumero de loci, se sugiere
disminuirlo cuando la cantidad de poblaciones es reducida (Foll 2012). Se ejecutaron 550.000 iteraciones
con un burn-in del 10% para asegurar la convergencia de las MCMC. Se aplicé una correccion FDR del 5%
para evitar la aparicién de falsos positivos. Se consideraron como candidatos sélo aquellos loci con
evidencia de seleccion fuerte o muy fuerte segun el criterio de Jeffrey, basado en los valores del Bayes

Factor (bf>10).

Analisis de diversidad y estructuracién genética

Se realizaron estimaciones de diversidad y analisis de diferenciacién genética utilizando dos
conjuntos de datos: uno neutral y otro de loci outliers, putativamente adaptativos, previamente

identificados mediante Bayescan.

Para evaluar la diversidad genética de cada poblacidon en cada conjunto de datos, se estimé el
numero efectivo de alelos (A;), la heterocigosidad observada (H,), la heterocigosidad esperada (H.) y el

indice de fijacidn (Gis) en el software GenoDive 3.05 (Meirmans 2020).

Por otro lado, para evaluar si existe diferenciacidn poblacional, se estimé el indice de fijacién Fsr
entre pares de poblaciones en el software Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010), evaluando la

significancia de los resultados a través de 10.000 permutaciones. Para evaluar posibles agrupamientos
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genético-poblacionales entre sitios, y entre poblaciones naturales y de cultivo, se utilizé Structure 2.3.4
(Pritchard et al. 2000), Este software utiliza un enfoque bayesiano para estimar la probabilidad de
asignacion de un individuo a un grupo genético en particular sin considerar la informaciéon de la
procedencia geografica de éstos. Se realizaron 10 réplicas utilizando Strauto v1.0 (Chhatre & Emerson
2018), con un total de 500.000 MCMC y un 10% de burn-in. El nimero 6ptimo de grupos genéticos se
determind mediante el método de Evanno et al. (2005), mediante las estimaciones de delta K
implementadas en STRUCTURE HARVESTER (Earl & VonHoldt 2012). Los resultados fueron graficados en

Clumpak (Kopelman et al. 2015).

Para obtener mas informacidon sobre la estructura genética, considerando el origen geografico de
cada individuo, se aplicé un enfoque poblacional a través de un Andlisis Discriminante de Componentes
Principales (DAPC) mediante el paquete adegenet 2.1.0 (Jombart et al. 2017) implementado en el software
R studio (R studio team 2021). El nimero 6ptimo de grupos para el analisis DAPC se estimd utilizando el
agrupamiento de k-means con el criterio de informaciéon bayesiana (BIC), a través de la funcion
find.clusters. Este proceso se realizd con 10.000 iteraciones, considerando, luego de optimizacién, 14
componentes principales (PC) en el conjunto de datos de outliers y 35 PC en el conjunto de datos neutral,

reteniendo para ambos sets de datos 3 funciones discriminantes.

Caracterizacion ambiental de los sitios de estudio

Para caracterizar ambientalmente los dos sitios de estudio, se realizaron perfiles de la columna de
agua para la temperatura, salinidad y densidad, que se han reportado como variables importantes para el
desarrollo de M. chilensis (Robert et al. 1988, Manoj Nair & Appukutan 2003, Lazo & Pita 2012, Yuan et al.
2016). Se obtuvieron mediciones mensuales in situ de la temperatura y la salinidad de Chaparano y Bahia
ligue en un periodo de nueve afios (2013-2022). Estos datos fueron obtenidos de la base de datos del
Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), la cual esta disponible para el publico, segun lo establecido por la
ley de transparencia de Chile. Las mediciones fueron tomadas mediante lances de CTD, lo que permite un
registro continuo de la temperatura y la salinidad junto con la profundidad, utilizando los datos desde la
superficie hasta los 20 metros. La densidad fue calculada a partir de la salinidad y la presion hidrostatica
asociada a la profundidad. Los datos ambientales se disgregaron 15 parametros: 1) temperatura media, 2)
temperatura minima, 3) temperatura maxima, 4) rango de temperatura, 5) varianza temperatura, 6)
salinidad media, 7) salinidad minima, 8) salinidad maxima, 9) rango de salinidad, 10) varianza salinidad,
11) densidad media, 12) densidad minima, 13) densidad maxima 14) rango de densidad y 15) varianza

densidad (Tabla Al).
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Si bien, se han registrado otras variables ambientales importantes para invertebrados marinos,
como la disponibilidad de alimento (Connor et al. 2016), el sistema de carbonatos (Navarro et al. 2013,
Jhansen-Guzman et al. 2021) y el oxigeno disuelto (Ouillon et al. 2021), estas no fueron consideradas en
este estudio. Es posible obtener informacién publica de estas variables a través de repositorios de datos
de satélites, sin embargo, estos poseen una resolucién espacial muy gruesa (i.e. 1 km) y dado que sélo
registran el agua superficial, no nos permitia distinguir ambientalmente las condiciones ambientales que

experimentan las poblaciones naturales y las de cultivo.

Asociacion gendmico-ambiental

Con el conjunto de datos ambientales, mds el conjunto de datos de SNPs outliers, se realizdé un
Analisis parcial de Redundancia (p-RDA), para analizar el efecto de la estructura ambiental sobre los
patrones geograficos de la diversidad genética. Para diferenciar ambientalmente a las poblaciones
naturales de las de cultivo en una misma localidad, se utilizé la profundidad a la cual fueron obtenidos los
individuos. Para las poblaciones naturales, se promediaron los valores de los primeros tres metros de
profundidad, mientras que para las poblaciones de cultivo se promediaron los valores entre cuatro y seis
metros de profundidad. Esto se realizd para cada una de las variables. Posteriormente, se estandarizaron
las variables ambientales para asegurar una comparacién adecuada entre ellas. Este proceso se realizd

usando la siguiente formula:

Siendo X el valor original, i la media de los valores de X, o la desviacidn estandar de los valores de
Xy Z el valor estandarizado. Esto resultd en una escala comun para todas las variables, con una media de
cero y una desviacidn estandar de uno, para que todas contribuyeran de manera equitativa al analisis,
independiente de sus unidades originales. Los datos genotipicos fueron estandarizados con el método
Hellinger utilizando la funcién ‘decostand’ del paquete Vegan (Oksanen et al. 2014). Debido a la cantidad
de variables, el modelo final fue optimizado utilizando la funcién ‘ordistep’ en Vegan. Para esto, primero
se ajustd un modelo con todas las variables ambientales como factores fijos, seguido por un modelo que
solo incluia el intercepto, es decir estructura de los genotipos sin influencia de ningin factor ambiental.
Este método realizé 50 pasos de seleccidn utilizando 10.000 permutaciones con un nivel de significancia
de entrada de 0,05 y un nivel de significancia de salida de 0,1. Con el modelo optimizado se empled un
modelo parcial p-RDA utilizando la profundidad como variable condicional, para controlar el efecto de este

sobre las variables ambientales. Finalmente se realizd6 un ANOVA para evaluar la importancia relativa y la
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significancia de las distintas variables sobre el modelo. Todos los pasos del p-RDA fueron realizados en el

paguete Vegan (Oksanen et al. 2014) en el software Rstudio (R studio team 2021).
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RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 97.750 SNPs a partir de un total de 91 individuos de Mytilus chilensis
recolectados en Bahia llque y Chaparano, del Sistema Reloncavi. Uno de los individuos tuvo que ser
eliminado del conjunto de datos ya que presentaba mas del 80% de missing data. Luego de estimar el EHW
por locus, se excluyeron 28 loci que se encontraron fuera de EHW en al menos tres de las cuatro
poblaciones, lo que resulté en un conjunto final de 97.722 SNPs. Mediante la identificacién de outliers
utilizando Bayescan 2.1, se detectaron 18 SNPs outliers (representando 0,018% del total de loci) con

evidencia fuerte o muy fuerte de estar sujetos a seleccién natural de acuerdo con el criterio de Jeffrey’s

(Figura 3).
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Figura 3. Identificacion de loci outliers de Mytilus chilensis en el Sistema Reloncavi, Region de los Lagos, Chile usando
el programa Bayescan. Puntos representan 97.722 SNPs. El factor de Bayes provee una escala de evidencia donde los
puntos rojos y burdeos corresponden a loci con evidencia fuerte y muy fuerte de seleccion de acuerdo con el criterio
de Jeffrey’s.
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En el conjunto de datos neutrales, el nimero efectivo de alelos fueron similares entre todas las
poblaciones (1,239-1,247), al igual que los valores de heterocigosidad observada y esperada (0,145-0,150;
0,171-0,176 respectivamente), reflejando una distribucion homogénea de la diversidad genética,
coincidente con los valores de Gis, que fueron similares entre poblaciones (0,142-0,151). En el conjunto de
datos putativamente adaptativos (outliers), los valores de nimero efectivo de alelos variaron levemente
entre poblaciones, aunque sin un patrén aparente (1,310-1,575), la heterocigosidad observada y esperada
mas altos fueron observados en la poblacion de cultivo del sitio Chaparano (0,237; 0,342
respectivamente), seguidos de la poblacion natural de Chaparano (0,194; 0,259) y la poblacién de cultivo
de Bahia llque (0,159; 0,199). La poblacién natural de Bahia llque presenté el valor de heterocigosidad
observada mas bajo (0,145), pero un valor de heterocigosidad esperada mas alto (0,277) en comparacion
con las poblaciones de cultivo de Bahia llque y natural de Chaparano. Por otro lado, la poblacién natural
de Bahia llque presentd el valor de Gismas alto (0,476) en relacidon con el resto de las poblaciones (0,200-

0,305) (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genética de 97.704 SNPs neutrales y 18 SNPs Outliers de Mytilus chilensis en el Sistema Reloncavi,
Region de los Lagos, Chile. Ar: Numero efectivo de alelos; Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad
esperada y GIS: Coeficiente de consanguinidad. Las poblaciones fueron abreviadas de la siguiente manera: CHA_N:
poblacién natural de Chaparano; CHA_C: poblacién cultivo de Chaparano; ILQ_N: poblacidn natural de Bahia llque;
ILQ_C: poblacién de cultivo de Bahia llque.

SET DE
DATOS SlTlO Ar Ho He GIS
CHA N 1,246 0,150 0,175 0,146
CHA C 1,239 0,145 0,171 0,151
Neutral
ILQ_N 1,243 0,148 0,173 0,142
ILQ C 1,247 0,149 0,176 0,150
CHA N 1,435 0,194 0,259 0,252
CHA C 1,575 0,237 0,342 0,305
Outliers
ILQ_N 1,470 0,145 0,277 0,476
ILQ_C 1,310 0,159 0,199 0,200

Los valores de diferenciacién genética estimados con Fsr, para el conjunto de datos neutrales, fueron
bajos (0-0,0012) y no significativos. Por otro lado, se observd una diferenciacion entre la poblacion de

cultivo de Bahia llque con todas las poblaciones y entre la poblacidon natural de Chaparano con ambas
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poblaciones de Bahia llque que no resultd significativa. En el conjunto de datos outliers, los valores de Fsr,
como es de esperarse, valores mas altos, y ademas una diferenciacion significativa entre la poblacion de
cultivo de Chaparano con la poblacién natural de su misma localidad (0,035), con la poblacién natural de
Bahia Ilque (0,125) con la poblacién de cultivo de Bahia llque (0,274). Ademas, se observa una
diferenciacidon entre las poblaciones naturales de las distintas localidades (0,055) que no resultd

significativa (Figura 4).

FST
neutrales
LQ_C - 0.0100

I 0.0075
0.0050

0.0025

0.0000

FSTI
outliers

CHA_C - * I 03

0.2

0.1

CHA_N - *
- 0.0

CHA_N CHA_C ILQ_cC

Figura 4. Mapa de calor que representa la diferenciacion genética por pares entre localidades de Mytilus chilensis en
el Sistema Reloncavi, mediante el indice de fijacién Fst. Los valores sobre la diagonal gris corresponden al conjunto
de datos neutrales (72.704 SNPs), mientras que los de abajo, corresponden al conjunto de datos Outliers (18 SNPs).
Los * muestran diferencias significativas (p-value < 0.05).

Mediante el método de Evanno et al. (2005), se determiné que el nimero dptimo de grupos
genéticos. Para el conjunto de datos neutral fué K=2. Para el conjunto de datos de outliers, el resultado
fue andlogo, con K=2 identificado como 6ptimo (Figura 5). Sin embargo, el analisis de STRUCTURE para el
conjunto de datos neutrales no reveld un patrén geografico evidente de estructuracidén genética, con la
excepcion de una sutil diferenciacion observada en la poblacién de cultivo de Bahia llque, consistente con
los resultados de Fsr. Esta Ultima mostré una proporcién menor de ascendencia del grupo genético
ancestral (rosado) en K=2, en comparacion con el resto de las poblaciones. En contraste, el conjunto de
datos de outliers mostré diferenciacién en la poblacidn de cultivo de Chaparano, con una mayor asignacion
al grupo genético mas abundante y ampliamente distribuido espacialmente (celeste). Incluso se

observaron individuos con una asignacion del 100% a este grupo (Figura 6).
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Figura 5. Resultados de delta K estimados segin el método de Evanno et al. 2005 e implementados en Structure

Harvester, utilizando 97.704 SNP neutrales (Panel izquierdo) y 18 SNPs outliers (panel derecho) de Mytilus chilensis

en el Sistema Reloncavi, Regidn de los Lagos, Chile. Delta K = media (|L"(K)|) / sd (L(K)).
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Figura 6. Estructuracidén genética espacial determinada en STRUCTURE basado en 97.704 SNPs neutrales (panel
superior) y 18 SNPs Outliers (panel inferior) de Mytilus chilensis en el Sistema Reloncavi, Region de los Lagos, Chile.
Cada barra representa a un individuo y los colores a la proporcién de correspondencia a uno de los grupos

ancestrales. En ambos casos el K 6ptimo = 2 segiin el método de Evanno et al. 2005. Se presenta ademas la primera

derivada sub-optima (k=3).
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En analisis discriminante de componentes principales (DAPC) no detecté agrupamientos
significativos para el set de datos neutral, determinando un valor éptimo de K=1, segun el criterio de
informacidén BIC. Sin embargo, utilizando la informacidn de origen y los ejes discriminantes, se puede
observar en el eje uno (46,03%), una diferenciacidn de la poblacién de cultivo de Bahia llque con respecto
a la poblacién de cultivo de Chaparano y la poblaciéon natural de su misma localidad, y en el eje dos
(28,82%) una diferenciacién menos marcada entre Bahia llque y Chaparano. En el conjunto de datos
outliers, se identificaron cuatro grupos genéticos mediante el criterio BIC. Se observd una diferenciacién
de la poblacién de cultivo de Chaparano con respecto al resto de poblaciones en el eje uno (56,24%) y una

diferenciacidn de las poblaciones naturales de Chaparano y Bahia llque en el eje dos (27,59%) (Figura 7).

Los resultados obtenidos en la caracterizacion ambiental de la columna de agua en Chaparano y
Bahia llque revelan diferencias en la salinidad y densidad promedio entre los dos sitios. Se observé que
Bahia Ilque presenta niveles de salinidad mds bajos y una menor estratificacidon en comparaciéon con
Chaparano. Las variaciones en la temperatura no son notables entre los sitios, pero se observan diferencias
a lo largo de la profundidad. Estas disparidades en las condiciones ambientales pueden permitir la

diferenciacion entre las poblaciones naturales y de cultivo en estas localidades (Figura 8).

El modelo 6ptimo obtenido para el andlisis de redundancia (pRDA) para el conjunto de datos
outliers, determind que las variables de mayor importancia para la estructura genotipica fueron la
temperatura maxima como factor mas importante (F=5,17; p=0,001) y rango de la salinidad (F=2,34,
p=0,032) (Tabla 3). El modelo general, también fue significativo, con un valor de F = 3,75 y un valor de p =
0,001. Los primeros dos ejes explicaron el 83,61% de la varianza total y no se observa una separacidn
marcada entre las poblaciones. Sin embargo, se observa una sutil segregacion de la poblacién de cultivo
de Chaparano, asocidandose negativamente con la temperatura maxima y en menor medida una
separacion entre las poblaciones naturales de Chaparano y Bahia llque asociada con el rango de la

salinidad (Figura 9).
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Figura 7. Anélisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) utilizando 97.704 SNPs neutrales (Panel superior)
y 18 SNPs outliers (Panel inferior) de poblaciones naturales y de cultivo de Mytilus chilensis en el Sistema Reloncavi,
Regidn de los Lagos, Chile. ILQ_C: Bahia llque cultivo, ILQ_N: Bahia llque natural, CHA_C: Chaparano cultivoy CHA_N:

Chaparano natural.
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Figura 8. Caracterizacién ambiental de la columna de agua de localidades de muestreo; Se grafica el promedio de
temperatura, salinidad y densidad entre los afios 2013-2022 en Chaparano (linea azul) y Bahia llque (linea roja).

Tabla 3. Contribucidn relativa de la temperatura mdxima, la profundidad y el rango de la salinidad en el modelo
optimizado de RDA para Mytilus chilensis del Sistema Reloncavi, Regidn de los Lagos, Chile.

Variable GL Varianza F Pr(>F)

Temperatura Max. 1 0,0334 51731 0,001

Rango salinidad 1 0,0151 2,3418 0,032
Residuales 87 0,5612
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RDA2 22.62%

RDA1 60.99%

Figura 9. Anélisis Parcial de Redundancia (p-RDA) basado en 18 SNPs outliers de Mytilus chilensis en el Sistema
Reloncavi, Regidn de los Lagos, Chile.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran homogeneidad genética a nivel neutral entre
todas las poblaciones analizadas independiente si son naturales o de cultivo, lo que corrobora estudios en
la especie, sugiriendo a M. chilensis como a una especie panmictica (Larrain et al. 2014, Astorga et al. 2020,
Segovia et al. sometido). Sin embargo, también se detectaron diferencias genéticas entre las poblaciones
naturales y de cultivo de Mytilus chilensis que podrian estar asociadas a procesos selectivos en el Sistema

Reloncavi.

Los datos putativamente neutrales muestran que no existe un patrén geografico evidente en la
diversidad genética entre las poblaciones de M. chilensis del Sistema Reloncavi, lo que es consistente con
los registrados previamente en poblaciones naturales de esta especie utilizando marcadores SNPs
(Araneda et al. 2016, Segovia et al. sometido) y con otros marcadores genéticos (Larrain et al. 2014,
Astorga et al. 2020) en los que se observa una gran diversidad genética en la especie y una nula
diferenciacién genética entre las poblaciones del Sistema Reloncavi y el mar interior de Chiloé. Estos
patrones, se han observado en distintas especies de invertebrados marinos con larvas plancténicas de
larga duracion (Cardenas et al. 2009, Haye et al. 2014, Larrain et al. 2014) y se ajusta al paradigma de la
conectividad marina, donde organismos con estadios larvales pelagicos prolongados tienden a mostrar un
patron de menor diferenciacion entre sus poblaciones (Paulay & Meyer 2006, Selkoe & Toonen 2011).
Cabe mencionar que en este estudio se evidencid una sutil diferencia, aunque no significativa, de la
poblacién de cultivo de Bahia llque con respecto a las otras poblaciones, lo que no ha sido reportado con
anterioridad, aunque esto puede ser indicativo de la variacidn interanual que se ha reportado que en M.

chilensis en poblaciones naturales (Haye & Segovia 2023).

En general, se ha detectado que M. chilensis, es una especie con una alta diversidad genéticay una
baja diferenciacion entre sus poblaciones, dado por el alto flujo genético mediado por las larvas y por la
translocacion de individuos por la acuicultura (Toro et al. 2004, Astorga et al. 2010, Haye & Segovia 2023).
La diversidad genética desempefia un papel fundamental en la plasticidad fenotipica, que permite a los
organismos enfrentar la variabilidad ambiental a través de cambios morfoldgicos y fisiolégicos (Vasquez
et al. 2023). Se ha sugerido que, en poblaciones naturales de M. chilensis, |a plasticidad fenotipica parece
ser la estrategia predominante para enfrentar la variabilidad ambiental, mas que la adaptacion local (Haye

& Segovia 2023, Segovia et al. sometido). En contraste, en este estudio encontramos evidencia discreta de
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adaptacion local explicada principalmente por la poblacién de cultivo de Chaparano, siendo esta la primera
evidencia de un filtro genotipico dado en poblaciones de cultivos en suspensién. Ademas, encontramos
una diferenciacién adaptativa, aunque menos marcada, entre las poblaciones de Bahia llque y Chaparano,
independiente de si son o no de cultivo. En un estudio anterior, en el que exploraron los patrones de
diversidad genética adaptativa de M. chilensis, utilizando SNPs, no detectaron diferencias entre las
poblaciones del Sistema Reloncavi (Araneda et al. 2016), lo que contrasta con los hallazgos de este estudio.
Cabe destacar que los sitios evaluados tienen una mayor proximidad geografica con respecto a los del
presente estudio, por lo que podrian no ser suficientemente contrastantes como para ejercer presiones
selectivas diferenciales. Ademas, en este estudio, a diferencia del anteriormente mencionado, se utilizo el
genoma de referencia de la especie (Gallardo-Escarate et al. 2023) para la obtencion de SNPs, lo que
resultd en la evaluacidn de una mayor cantidad de loci repartidos en el genoma, que podrian significar un

aumento en la resolucidn, evidenciando senales de estructuracion discreta.

Los analisis de asociacion gendmico-ambiental sugieren que la diferenciacidon de la poblacién de
cultivo de Chaparano con respecto al resto de las poblaciones analizadas, estaria dada por diferencias en
las maximas de temperaturas registradas entre ambas localidades (Chaparano y Bahia lique) y entre las
profundidades a las cuales se colectaron las muestras (naturales y cultivo). Por otro lado, las diferencias
entre las poblaciones de Chaparano y Bahia llque parecen estar dadas por las diferencias entre el rango
de la salinidad de ambas localidades. Se ha detectado diferenciacién genética a una escala geografica
reducida, en especies marinas que ademas estan presentes en zonas estuarinas, siendo la heterogeneidad
ambiental la que implica esta estructuracion (Canales-Aguirre et al. 2022, Ropp et al. 2023). La
temperatura y la salinidad a menudo impulsan los patrones generales de distribucién de invertebrados
marinos (Blanchette et al. 2008) y parecen ser agentes selectivos que impulsan la divergencia adaptativa
de varios invertebrados marinos (Sandford & Kelly 2011). Ademas, han sido reportadas como unas de las
variables ambientales mas importantes en el crecimiento (Robert et al. 1988, Manoj Nair & Appukuttan
2003) y sobrevivencia (Lazo & Pita 2012, Yuan et al. 2016) de larvas de bivalvos. Ademas, se ha observado
en M. edulis un efecto de la temperatura en la tasa de filtracion, la cual disminuye a temperaturas mas
bajas (Kittner & Riisgard 2005). Un estudio de M. galloprovincialis evidencia que la temperatura es uno de
los factores que podrian estar modulando los patrones genéticos adaptativos de las poblaciones naturales
de la especie en el mar Mediterraneo, no asi la salinidad. Sin embargo, los gradientes salinos entre las
localidades estudiadas en el mar Mediterraneo no eran tan marcados como los del Sistema Reloncavi

(Wenne et al. 2022). Por otro lado, en un estudio donde realizaron trasplante reciproco en poblaciones
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naturales de M. chilensis en localidades ambientalmente contrastantes, sugieren una potencial adaptacion

local de los rasgos ecofisiolégicos asociados a la salinidad (Osores et al. 2017).

En otros estudios se ha registrado que los sistemas de cultivo, de mitilidos de otra especie, podrian
estar subsidiando a las poblaciones naturales (Norrie et al. 2020), que las estructuras artificiales utilizadas
para el cultivo estarian funcionando como “stepping stones” (Coolen et al. 2020) y que la alta mezcla
antropogénica mediada por la translocacién de individuos entre localidades puede facilitar la conectividad
entre poblaciones naturales y cultivadas (Simon et al. 2009). Esto es consistente con los resultados
obtenidos en este estudio para la estructura genética neutral. En mitilidos también se ha evidenciado una
disminucién de heterocigosidad en los sistemas de cultivo (Myrand et al. 2009). En este estudio, no se
logra evidenciar cambios en la diversidad de poblaciones naturales y de cultivo, dado que nuestros
resultados no muestran significancia estadistica. Aunque, si evidenciamos una diferenciacion de Ia
composicion genética en una de las poblaciones de cultivo, la que podria ser explicada por un filtro
selectivo causado por el ambiente. Sin embargo, debemos ser cuidadosos con estos resultados, ya que
esta diferenciacion podria ser parte de la variabilidad temporal que se ha reportado anteriormente en M.

chilensis (Haye & Segovia 2023).

Este conocimiento puede ser fundamental para desarrollar estrategias de manejo que promuevan
la conservacion de la diversidad genética y la salud de las poblaciones, garantizando asi una gestién
sostenible del Sistema Socio-Ecoldgico asociado al cultivo de esta especie. Ademas, resaltan la importancia
de considerar tanto los factores naturales como los antropogénicos al estudiar la genética de las

poblaciones de M. chilensis.

Sin embargo, se requieren estudios adicionales para comprender de mejor manera los mecanismos
que subyacen esta diferenciacion, como realizar monitoreos continuos de la diversidad genética
adaptativa, para evaluar si la variacién genética temporal de la especie puede afectar esta diferenciacion
a lo largo del tiempo. Ademas, seria importante ampliar el nimero de localidades a estudiar, para evaluar
si esta diferenciacién es algo exclusivo de la localidad de Chaparano, o se puede evidenciar en otras

localidades con condiciones ambientales similares.
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CONCLUSIONES

Los patrones espaciales de diversidad genética de poblaciones naturales y de cultivo de M. chilensis
parecen estar modulados por un alto flujo genético natural y antropogénico que mantienen a las
poblaciones homogeneizadas. Sin embargo, este es el primer estudio que evidencia una diferenciacién
genética espacial adaptativa en cultivos en suspensién de M. chilensis, que podria estar modulada por
diferencias entre las condiciones ambientales contrastantes del fiordo y seno de Reloncavi, asociadas con
las maximas de temperatura y el rango de salinidad. Estas diferencias ambientales se explican por la
influencia directa de las aguas continentales proveniente de los rios en el fiordo de Reloncavi, que hacen
de éste un ambiente dindmico y estratificado, con amplios rangos de salinidad y con variaciones incluso

dentro de un mismo punto a diferentes profundidades.

Este estudio corresponde a la primera evidencia de estructuracién genética adaptativa de las
poblaciones de cultivo de M. chilensis, por lo que representa un avance en el entendimiento de los
patrones genético-poblacionales de este socio-ecosistema y de cémo las variaciones ambientales podrian

afectarles.

Sin embargo, es importante realizar monitoreos constantes de los patrones de diversidad genética
que incluyan poblaciones naturales y de cultivo, ya que se ha observado en poblaciones naturales de la
especie que puede existir variacién temporal de los patrones genéticos espaciales, a causa de una
disponibilidad diferencial de semillas. Ademas, es importante abarcar una mayor cantidad de localidades,
para asi entender de mejor manera la dindmica de este sistema y elaborar planes de manejo mas
informados que ayuden a mantener la salud genética de la especie y que la actividad sea sostenible a lo

largo del tiempo.
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ANEXO

Tabla A 1. Pardmetros de variables ambientales utilizados en el p-RDA en Mytilus chilensis del Sistema Reloncavi, Region de los Lagos, Chile. CHA_N: Chaparano
natural, CHA_C: Chaparano cultivo, ILQ_N: Bahia llque natural y ILQ_C: Bahia llque cultivo.

Temperatura (°C) Salinidad (PSU) Densidad (Kg/m3)
Acrénimo
Media |Minima |Maxima| Rango |Varianza| Media | Minima |Maxima| Rango |Varianza| Media | Minima | Maxima | Rango | Varianza
CHA_N 13.222 | 8.189 | 21.642 | 13.453 5.901 28.905 | 10.750 | 33.394 | 22644 | 7.986 |1021.618|1008.147| 1025.456 | 17.309 5424
CHA_C 12.879 | 9.889 | 18.241 | 8.352 3.924 | 30505 | 23.153 | 33.730 | 10577 | 2.707 [1022.944|1016.953| 1025.875 8.922 2.256
ILQ_N 13.291 | 9.160 | 20.959 | 11.799 6.331 30.237 | 22.819 | 34.278 | 11.459 | 4131 |1022.633(1017.221| 1026.299 9.078 3.428
ILQ_C 12.843 | 9.366 | 19.940 | 10.574 4258 | 30.998 | 24.490 | 34.289 | 9.799 2.242 (1023.330|1018.417| 1026.305 7.888 2.023
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