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Resumen ejecutivo

El presente Informe Final comunica las actividades realizadas, y los resultados del proyecto del
Fondo de Investigacion Pesquera FIP N°2013-21, titulado “Origen natal y distribucion geografica de
reineta en Chile”, con el objetivo de identificar unidades evolutivas y demograficas de relevancia para

el manejo pesquero de la reineta, Brama australis, en la costa chilena.

Para dar cumplimiento a los objetivos en primer lugar se determiné las acepciones sobre las cuales se
trabajarfa para unidad evolutiva y unidad demografica, esto a partir del andlisis de la revision
bibliografica realizada. Se consensuo trabajar bajo el criterio de unidad evolutiva que corresponde a
una poblacién que muestra una monofilia reciproca en variantes de su ADN mitocondrial; en
concomitancia con una divergencia genética significativa de frecuencias alélicas en loci nucleares (ver
Moritz, C. 1994. Defining ‘evolutionary significant units’ for conservation. Trends in Ecology and
Evolution 9:373-375). En cuanto a una unidad demografica, el concepto utilizado corresponde al de
poblaciones con dinamicas demograficas independientes, presentando fluctuaciones estadisticamente
significativas en parametros de historia de vida como talla, fecundidad, tasa de crecimiento, entre

otros caracteres o marcas naturales, ademds de mostrar bajo o nulo nivel de migrantes entre ellas.

La presente propuesta propone una aproximacion holistica para la identificacién y delimitacién de
unidades evolutivas y demograficas, aplicando metodologias que corresponden a lo que se denomina
marcas naturales, tales como informacién genética, morfometria corporal, fauna parasitaria,
composicion elemental de otolitos, y parametros de historia de vida de B. australis. 382 ejemplares de
reineta, recolectados por profesionales del Instituto de Fomento Pesquero, desde el Biobio a

Magallanes fueron analizadas para estas cinco aproximaciones metodolégicas.

Para el analisis genético se analizé informacién proveniente de 10 loci microsatélites nucleares, y
secuencias de ADN de la Citocromo Oxidasa I, como un gen mitocondrial. Se trabajaron 334
ejemplares de B. australis, con un total de 3340 genotipos, y 26 haplotipos para el ADN mitocondrial,

con una longitud de 619 pares de bases cada uno.

A partir de la informacién del muestreo biologico, y de las zonas de procedencia de las muestras, las

bases de datos genéticos fueron organizados para realizar comparaciones entre zonas de captura de
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reineta en Chile, agrupandolas en un area Centro-Sur (entre las regiones de Valparaiso y Biobio),
zona de Calbuco (zona sur de la region de Los Lagos), y zona Austral, al sur de la boca del Guafo,
agrupacion que responde a unidades administrativas. En un contexto ecolégico, las muestras fueron
agrupadas de acuerdo a los limites establecidos para zonas macroecoldgicas marinas segun lo
propuesto por Spalding et al., 2007 (see Marine ecoregions of the world: a bioregionalization of

coastal and shelf areas. BioScience 57: 573-583), asignando las muestras a cinco localidades.

Considerando posibles diferencias que pueden originarse por patrones diferenciales de migracion o
desplazamiento por sexo, los ejemplares analizados fueron agrupados en machos y hembras para las

comparaciones de sus genotipos y haplotipos.

Sobre estas bases de datos se estimaron los parametros de diversidad genética y estructuracion
poblacional utilizando los métodos clasicos de genética de poblaciones, asi como métodos de
agrupamiento genético georeferenciado bayesiano.

Los resultados indican loci microsatélites que presentan déficit de heterocigotos, reflejado en la
presencia de alelos nulos, y desviaciones al equilibrio de Hardy Weinberg. El analisis de poder
estadistico indica que el set de microsatélites, y el nimero de muestras analizadas tienen el suficiente

poder estadistico como para detectar niveles de divergencia con Fst cercanos a 0.0017.

Los resultados para los microsatélites y para las comparaciones entre zonas de capturas, zonas
macroecologicas, sexo y grupos etarios, no muestran evidencia de diferencias estadisticas
significativas en el analisis del Fst y Rst, asi como no se detectaron agrupaciones genético espaciales

en el analisis de agrupamiento bayesiano. Las estimaciones del Fst varfan entre 0,001 a 0,137.

En el caso del ADN mitocondrial, los resultados corroboran los bajos niveles de divergencia genética
detectados, no alcanzando estas estimaciones significancia estadistica, a pesar de ser en la mayorfa de
los casos un orden de magnitud mayor que las estimaciones de los indices de estructuracion a partir
del set de datos de microsatélites. Las estimaciones del Fst para el ADN mitocondrial varia entre -

0,014 a -0,049.

La falta de patrones de monofilia reciproca en linajes del ADN mitocondrial, asi como divergencias

genéticas no significativas en las frecuencias alélicas de loci nucleares tipo microsatélites, hace
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concluir que al menos en el area de distribucion de la reineta B. australis, entre la region del Bio Bio y

de Magallanes, estarfamos en presencia de una gran unidad evolutiva.

En el andlisis de la fauna parasitaria, se observa que la fauna de parasitos metazoos es similar a lo
indicado previamente para B. australis, incluyendo 3 ectoparasitos y 12 especies de endoparasitos, de
los cuales tres representan formas adultas (Digenea), siendo los nueve restantes endoparasitos de
formas larvales que se enquistan y tienen un largo periodo de residencia, siendo por lo tanto
potenciales marcas biolégicas. Los tres parasitos adultos corresponden a representantes de

Didymozoidea, que también se encuentran enquistados.

El analisis de 334 ejemplares de reineta obtenidos desde las tres zonas geograficas de captura de la
reineta, Centro-Sur, Calbuco, y Austral, demostr6 la presencia de un total de 19.399 ejemplares de
parasitos metazoos pertenecientes a 12 taxa. El 97% de los parasitos metazoos corresponden al
copépodo ectoparasito branquial Hatschekia conifera. El cestodo en estado larval, Hepatoxcylon trichiuri,
es el segundo parasito mas abundante, representando el 2,1% del total de parasitos. El restante 0,9%

de la fauna de parasitos metazoos es explicado por 10 especies.

Los analisis univariados y multivariados realizados sobre la base de datos de la fauna parasitaria, no

soportan la hipétesis de mas de una unidad demografica de la reineta en Chile.

La informacién empleada para la evaluacion de parametros de historia de vida de B. australis, incluy6
el registro de 12 mil lances con presencia de reineta efectivamente georeferenciados obtenidos tanto
desde la actividad industrial pesquera como de fuentes independientes de la pesqueria como son los
cruceros de evaluaciéon de recursos demersales. La base de datos analizada presento una cobertura
espacial entre los 30°S y 57°S de latitud, y un periodo que incluy6 informacioén generada entre 1997 y

2014.

La distribucién espacial de los indicadores de abundancia de reineta sugiere un patrén latitudinal con
dos zonas distintas que presentan valores diferenciales de tanto en la captura, rendimiento de pesca y
proporcioén de reineta en los lances.

Se sugiere la diferenciacién de una zona comprendida entre los 35° S y 40° S de latitud con valores de

abundancia de reineta bajos, cuyo centro se observa en los 37°,5 S de latitud, mientras que también se
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da cuenta de una zona diferenciada con valores altos de abundancia de reineta entre los 41°S y 47°,5

S de latitud con centro en los 43°S de latitud.

A partir de la determinacién de patrones de distribucién de abundancia de reineta, se realiz6 un
analisis de los rasgos biolégicos de talla y peso de los ejemplares capturados en las distintas zonas,
incluyendo en el andlisis un total de 53 mil registros. Los resultados sugieren diferencias en los
ejemplares de cada zona, siendo los ejemplares capturados en la zona norte de mayor tamafio y peso
que los ejemplares capturados en la zona sur. El analisis con modelos lineales generalizados para la
talla y el peso evaluando el factor zona de procedencia, entregan diferencias significativas para ambos
rasgos bioldgicos, indicandose que al interior de cada zona los factores temporales como afio y mes,

también dan cuenta de las diferencias en tallas y pesos observados intra-zonalmente.

Referente al analisis de la relaciéon longitud-peso observada para cada zona, sugieren que no se
presentan diferencias significativas. Las proyecciones de pesos estimados a partir de los distintos
parametros de la relacién longitud-peso encontrados en literatura, sugieren también semejanzas en

esta relacién independiente de la zona donde provenga la informacion.

Los analisis de morfometria geométrica, fueron realizados sobre la base de 10 hitos morfolégicos
bidimensionales o landmarks, que fueron corregidos mediante analisis generalizado de Procrustes,
para evitar el efecto del tamafio y orientacion de los ejemplares. A partir de 285 ejemplares, se
compararon las zonas Centro-Sur, Calbuco y Austral en busqueda de diferencias morfométricas

significativas.

Al aplicar un Analisis de Componentes Principales, se observé segregacion de los ejemplares de cada
zona, que se explica principalmente por variaciones en el landmark 2, que corresponde al punto final
de la cabeza, y landmark 8, que corresponde al punto de inicio de la aleta anal. Al analizar las
distancias de Procrustes y Mahalanobis entre las zonas, mediante Analisis de Variaciéon Canodnica, se
observan diferencias estadisticamente significativas para todas las comparaciones. Sin embargo los
resultados de la reconstruccién de las formas mediante, Analisis de Funcion Discriminante, indican
que si bien existe diferencia estadisticamente significativa al utilizar la zona como criterio de
clasificacion de los ejemplares, las diferencias morfométricas entre zonas no son apreciables

visualmente, observindose deformaciones leves de los individuos entre zonas en referencia a la
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configuraciéon promedio, las mayores diferencias se observan en los landmark 2, 8 y 9. Al utilizar la
zonificacién por ecoregion marina, solo se observan diferencias estadisticamente significativas al
comparar con la zona Sur Peruana y Nor-Patagonica, sin embargo, hay que tomar en cuenta que

estos resultados podrian estar influenciados por los tamafios muestrales.

En la aproximacién microquimica de otolitos, se analizé6 un total de 198 pares de otolitos
provenientes de 72 lances independientes. Sobre estos otolitos se realizé el analisis de isotopos
estables de 8180 y 613C, y de la composicion de los metales Ba, Ca, Mg, Mn y Sr. L.a comparacion
de las concentraciones isotopicas y elementales en otolitos, entre zonas de pesca y ecoregion marina,
estuvieron basadas en versiones univariadas y multivariadas de modelos lineales generalizados

Mmixtos.

No se encontré evidencia de diferencias significativas en los valores de 8180 determinados en las
secciones nucleares de otolitos de B. australis, ni entre zonas de pesca, ni entre ecoregion marina. Se
encontrd, en cambio, diferencias significativas en los valores de 813C entre zonas de pesca y entre
ecoregion marina. En cuanto a las zonas de pesca, el §13C fue leve, pero significativamente mayor en
la zona Centro-Sur, que en la zona Austral. Las diferencias entre ecoregiones marinas fueron mas
significativas, encontrandose valores mucho menores en los otolitos procedentes de la ecoregion

meso-magallanica, que en aquellos procedentes de las ecoregiones restantes.

Las concentraciones relativas de Ba:Ca, Mg:Ca, Mn:Ca y Sr:Ca en secciones nucleares de otolitos de
B. australis, mostraron una alta variabilidad, sin evidencia de diferencias significativas, ni entre zonas
de pesca, ni entre ecoregiones marinas. Estos resultados sustentan la hipdtesis de un origen natal, o
zona de crianza comin para el stock de B. australis explotado al sur de paralelo 37,5°S, frente a la

costa chilena.

Para el analisis integrado de la informacién proporcionada por la microquimica de otolitos,
parasitologia, morfometria geométrica y microsatélites, se utilizé6 un enfoque de modelos de mezcla
de distribuciones finitas, mostrando que la hipétesis de origen unico fue la mas verosimil e
informativa, sustentando los resultados que la localizaciéon del area principal de desove es la

ecorregion nor-magallanica.
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Dada la evidencia entregada por el set de caracteres analizados, mostrando una zona de crianza
comun, es posible proponer la existencia de una unica unidad demografica y, por ende, de una unica

unidad evolutiva del recurso reineta en la costa de Chile.

La existencia de algunos valores atipicos, y comparaciones estadisticamente significativas, hace
recomendable evaluar, en el futuro, la posible existencia de otras unidades demogrificas, cuyos

centroides espaciales se ubicarfan fuera del area de estudio.
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1. Antecedentes generales

Una de las mayores interrogantes en el ambito del manejo de recursos marinos, es el como identificar
y preservar la biocomplejidad de las especies a nivel intra e interpoblacional a través de sus tres ejes;
la heterogeneidad espacial, la conectividad y las contingencias histéricas (Cadenasso et al. 2006). De
esta forma la evolucion de la estructura espacial de las poblaciones depende del balance entre la
heredabilidad, flujo génico (conectividad) y adaptacion a regimenes de seleccion (Lenormand 2002).
Es asi como el conocimiento de la conectividad y la estructuracion espacial a través de la distribucion
de las especies es vital para el entendimiento de la dindmica poblacional, disefiar estrategias de

conservacion, y desarrollo de practicas sustentables de manejo (Hutchings et al. 2007).

Los primeros estudios sobre la tematica se focalizaron especialmente sobre sistemas terrestres,
frecuentemente sobre problematicas de fragmentacion de habitat, pero en los dltimos afios, especies
marinas y sus habitats han recibido mayor atencién, considerando que la escala de dispersion de
organismos marinos es frecuentemente mayor que los organismos terrestres y de aguas continentales
(Avise 1998, Waples 1998). Estudios de conectividad en sistemas marinos se han focalizado sobre
especies con un amplio rango de distribucién, desde invertebrados con larvas pelagicas a ballenas, en
que los diferentes estados de sus ciclos de vida habitan en areas separadas (Bjorndal & Bolten 2008).
Especial interés ha despertado la cuantificacion de la conectividad en stocks de especies
comercialmente importantes o que se encuentran amenazadas, pues para un manejo efectivo de estos
recursos es requisito el conocimiento de los patrones de estructuracién temporal y espacial, asi como
la identificaciéon de unidades evolutivamente significativas (Landi et al. 2005; Pereyra et al. 2004;

VanDeHey et al. 2009).

En el contexto de la actividad extractiva desarrollada en torno a especies de importancia comercial,
uno de los requerimientos basicos para el adecuado manejo de poblaciones naturales, ya sea por
razones comerciales o de conservacion, es el conocimiento de sus aspectos reproductivos, como por
ejemplo, si una poblacién es reproductivamente autosustentable o depende de inmigrantes para el
reemplazo de sus individuos adultos, ya que el nivel de intercambio génico originado por la

inmigracién entre poblaciones, puede afectar su sustentabilidad en el largo plazo.
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Un método para determinar si una poblacion es reproductivamente autosustentable es determinar
diferencias fenotipicas entre grupos. Si una poblacion es suficientemente diferente del punto de vista
fenotipico de otras poblaciones, se podria deber a que se encuentran separadas reproductivamente.
Sin embargo, de haber diferencia poblacional, a menos que las condiciones ambientales sean
idénticas para ambas poblaciones, es igualmente posible que las diferencias fenotipicas observadas
sean producto de: a) plasticidad fenotipica, b) norma de reaccion, c) variaciones adaptativas y/o, d)
correlacion de caracteres con fitnnes (Hutchings et al. 2007). Por otro lado, un segundo método para
evaluar las diferencias poblacionales, es examinar directamente la estructura de las poblaciones a

partir de evidencia genética (e.g. Ferrada et al. 2002, Canales-Aguirre et al. 2010b).

De esta manera y tomando en cuenta que poblaciones diferenciadas pueden ser medidas desde un
punto de vista morfolégico o genético, establecer el grado de conectividad que exista entre ellas es
importante para determinar el grado de aislamiento de las poblaciones. De este modo y dado que el
monitoreo directo de la conectividad de una especie a través de su rango de distribucién geografica
es muy dificultoso, se han desarrollado métodos indirectos (e.g. Genéticos) para evaluar el grado de
conectividad entre diferentes poblaciones (e.g. Hedgecock et al. 2007). Siendo valido estos métodos
indirectos cuando las poblaciones se han diferenciado genéticamente debido a una separacion de

petiodos y/o lugares de desove (aislamiento reproductivo).

Operacionalmente podemos inferir sobre unidades evolutivas y demograficas a través de diversas
metodologias, cuya aplicacién dependerda de la escala temporal considerada y los objetivos
planteados. Para dar cumplimiento a los objetivos de los Términos de Referencia del proyecto FIP
N° 2013-21 “Identificar unidades evolutivas y demograficas de relevancia para el manejo pesquero de
la reineta (Brama awstralis) en la costa chilena”, se utilizard un enfoque holistico que incluira
metodologias actualmente aplicadas a la identificacion de unidades evolutivas y demograficas, para lo
cual se cuenta con la experiencia de cientificos nacionales. Las herramientas a utilizar involucraran la
genética de poblaciones, morfologia corporal, microquimica de otolitos, parasitologia y parametros

de historia de vida.

La familia Bramidae (Actinopterygii: Perciforme: Bramidae) comprende especies de peces conocidas
como pomfrets, castafietas, palometas, reinetas o japutas, que habitan en aguas templadas y tropicales

de los océanos del mundo, generalmente asociadas a la zona epipelagica o mesopelagica, y hasta
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menos de 300 m de profundidad (Froese & Pauly 2005). Migraciones estacionales entre las latitudes
altas y bajas se presentan en especies como Brama japonica y B. brama. Caracterizandose por ser
depredadores de nivel medio que se alimentan de pequefos peces pelagicos, crustaceos, calamares, y

salpas, siendo presas importantes para algunos atunes y billfishes.

Presentan un cuerpo comprimido, oval y alargado fusiforme. Perfil anterior de la cabeza es arqueado,
la forma del cuerpo suele cambiar mucho con el crecimiento y va variando entre géneros, los ojos

son moderadamente grandes (Mead 1972).

La familia Bramidae comprende 22 especies agrupadas en dos subfamilias y siete géneros. La
subfamilia Pteraclinae con aletas dorsales y anales altas, sin escamas, y completamente depresible,
aletas pélvicas con frecuencia yugular, conformado por dos géneros, Preraclis y Pterycombus, y la
subfamilia Braminae con las aletas dorsal y anal de los adultos con escamas y no totalmente
depresible; 1a aleta pélvica en posicién toracica, que comprende cinco géneros, Eumegistus, Taractes,
Taractichthys, Xenobrama y Brama (Nelson 2006). Presentando el género Brama alrededor de 8 especies:

B. dussumieri, B. brama, B. caribbea, B. orcini, B. japonica, B. myersi, B. pauciradiata 'y B. australis.

En particular, a la especie Brama australis Valenciennes, 1837, conocida como palometa, reineta o
Southern rays bream se le han atribuido distintas clasificaciones taxonémicas, siendo considerada en
un inicio como Lepidopterus australis en el Anuario Estadistico de Pesca (1994), asi como también en la
“Iconografia de los principales recursos pesqueros de Chile” (Ojeda 1982); sin embargo, desde el afio
1989 Pequefio incluye a Lepidotidae dentro de la Familia Bramidae, y la especie pasa a ser Brama

australis.

En Cancino et al. 1999 se presenta una caracterizacion morfolégica completa de la especie a partir
de especimenes obtenidos en la costa de Valparaiso. Una breve descripcion indica que la especie
presenta un cuerpo alto y comprimido, de cabeza corta y alta. La boca de posicion terminal oblicua,
cuyo maxilar se proyecta hacia el margen posterior del ojo. El cuerpo esta fuertemente recubierto por
escamas ctenoides de gran tamafio, las cuales estan fuertemente imbricadas. El color del cuerpo es
gris plateado con el dorso levemente mas oscuro. Aletas dorsales continuas, aletas pectorales largas

que se inician por detras del opérculo y que se proyectan por sobre el primer tercio de la aleta anal.
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Las aletas pélvicas pequefias de posicion toracica. Aleta anal levemente mas corta que la dorsal

terminando ambas al mismo nivel, con una aleta caudal grande y ahorquillada (Oyarzan 2001).

Con respecto a sus aspectos reproductivos Leal & Oyarzan (2003) establecen que B. awstralis
corresponde a un desovante parcial, con un periodo prolongado de madurez gonadica y una época

principal de desove en invierno principalmente entre junio hasta agosto.

La distribucion geografica de Brama australis se indica para el Océano Pacifico Suroriental en el sector
comprendido entre los 20° y los 44° de latitud Sur, aplicando el “efecto espejo” con la distribucién

conocida de Brama japonica en el Océano Pacifico Nororiental (Pavéz et al. 1998).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificar unidades evolutivas y demograficas de relevancia para el manejo pesquero de la reineta

(Brama australis) en la costa chilena.

2.2 Obijetivos especificos

1. Realizar una revisién bibliografica del estado del arte referente a la identificacién de unidades

evolutivas y demograficas relevantes para el manejo pesquero.

2. Disefar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y geograficamente adecuado para

alcanzar los restantes objetivos del proyecto.

3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es) evolutiva(s) de reineta en

la costa chilena.

4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demografica(s) presentes en la costa

chilena.

5. Estimar el nimero de origenes (zonas de desove y/o ctianza) y su contribucion relativa a

cada unidad demografica identificada y zona principal de captura.
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3. Resultados por objetivos

3.1 Realizar una revision bibliografica del estado del arte referente a la identificacion de

unidades evolutivas y demograficas relevantes para el manejo pesquero.

Para el cumplimiento al objetivo 2.1 el presente equipo propuso realizar un estudio bibliografico del
estado del arte, con especial énfasis en los avances cientificos y tecnolégicos logrados durante los
ultimos cinco afios en la determinacién de unidades evolutivas y demograficas, y la determinacion de
origen natal de poblaciones marinas. Cabe destacar desde ya la escasa informacién respecto a esta
tematica, refiriéndolos particularmente al concepto de unidades evolutivas relevantes para el manejo
pesquero, razén por la cual se incluy6 informacién existentes y disponible desde hace mas de cinco
afios. La revision incluy6 el andlisis de técnicas disponibles en el dmbito genético, marcadores
naturales como parasitos, parametros de historia de vida, microquimica de estructuras dseas (e.g.
otolitos y vertebras), perfiles de acidos grasos, y marcadores fenotipicos como la morfologia y

morfometria corporal y de estructuras oseas.

Para la basqueda bibliografica se considerd, recopilo y analizo informacién disponible en: i) revistas
(journals) de bibliotecas nacionales e internacionales; ii) tesis de pre y post-grados; iii) biblioteca y base
de datos de proyectos disponibles en SERNAPESCA, Fondo de Investigacion Pesquera (FIP) e
IFOP iv) FONDEF v) FONDECYT vi) INNOVA vy vii) material disponible en bases de datos

nacionales e internacionales.

Palabras claves. Se utilizaron diversas herramientas de busqueda disponibles en internet, como por
ejemplo ISI Web of Knowledge (http:/ /wokinfo.com/), Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) (entre otros), considerando las siguientes palabras claves
(espafiol o inglés, segin corresponda): unidad evolutiva, unidad demografica, genética, genética
pesquera, parasitos, pesquerias, stock pesquero, stock ecoldgico, stock genético, parametros de
historia de vida, microquimica de estructuras Oseas, perfiles de acidos grasos, morfologia,
morfometria corporal, evolutionarily significant units, population structure, management units,

evolutionarily units .

1) Revistas de investigacion nacionales (incluyendo algunas discontinuadas) e internacionales:
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. Biological Research, publicada por de Sociedad de Biologfa de Chile ISSN 0716-9760.

. Boletin de la Sociedad de Biologia de Concepcién / Sociedad de Biologia de Concepcion
ISSN: 0037-850X.

. Gayana publicada por Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas. Universidad de
Concepcion ISSN: 0717-652X

. Gayana publicada por la Facultad de Ciencias Biolégicas y de Recursos Naturales.
Universidad de Concepcién. ISSN: 0016-531X.

. Investigaciones Marinas publicada por Escuela de Ciencias del Mar, Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso ISSN 0716 - 1069

. Revista Chilena de Historia Natural publicada por la Sociedad de Biologia de Chile. ISSN
0716-078X.

. Revista de Biologia Marina y Oceanografia publicada por la Universidad de Valparaiso,
Facultad de Ciencias del Mar. ISSN: 0717-3320.

. Revista de Biologfa Marina publicada por la Universidad de Valparaiso, Instituto de
Oceanologfa. ISSN 0080-2115.

. Biologia pesquera, Biota, Medio Ambiente (discontinuadas)

Revistas de investigacion internacionales:
v Aquaculture

Aquaculture Research

Aquatic Living Resources

Canadian Journal of Fish and Aquatic Sciences

Conservation Biology

Conservation Genetics

Copeia

Crustaceana

Evolution

Fish Bulletin

Fisheries Research

Freshwater Biology

S N N N N N N N N N NN

Genetica



22

Genetics

Genetics and Molecular Biology
Heredity

Hydrobiologia

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology
Journal of Heredity

Journal of Marine Biology
Journal of Shellfish Research
Mammalian Genome

Marine Biology

Marine Biotechnology

Marine Ecology Progress Series

Molecular Ecology

N N N N T N N N N N N NN

Molecular Phylogenetics and Evolution

ii) Tesis de pre y post-grado
La pagina web: www.cibertesis.cl contiene las tesis de pre y post-grado de algunas Universidades del

Consejo de Rectores.

iif) SERNAPESCA, FIP, IFOP

Se recopilé informacioén disponible en la biblioteca de SERNAPESCA en Valparafso de estudios
publicados relacionados con determinacion y analisis de unidades evolutivas y demograficas en Chile.
E igualmente los proyectos financiados por el Fondo de Investigacion Pesquera (FIP) (www.fip.cl) e

Instituto de Fomento Pesquero (IFOP).

iv) FONDEF y v) FONDECYT (www.conicyt.cl); vi) INNOVA (www.corfo.cl)
La informacién asi recopilada es presentada en el siguiente capitulo, donde se plasma el estado del
arte referente a la identificaciéon de unidades evolutivas y demograficas relevantes para el manejo

pesquero.
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Unidades evolutivas y demograficas, definiciones tedricas y operacionales

Frente al creciente desaffo en los ultimos afios de desarrollar estrategias que salvaguarden y eviten la
disminucién de la flora y fauna, los ecélogos y bidlogos conservacionistas, continian investigando
sobre métodos y herramientas que le permitan identificar y delimitar inequivocamente unidades a
niveles taxonémicos para propositos de conservacion. Referente a que son y cémo definir estas
unidades, es que autores han desarrollado variadas definiciones, desde enfoques tedricos y

operacionales, tanto para unidades evolutivas como demograficas.

Entre las ideas mas desarrolladas y estudiadas ha sido en el contexto de que unidad debe ser el foco
de conservacion, desde en un ambito terrestre, para irse trasladando y adecuando paulatinamente al
ambito acuatico y marino, a través del concepto de unidades evolutivas (EUs del inglés Evolutionary
Units zer Luck et al. 2003) y unidades evolutivas significativas (ESU del inglés Evolutionary

Significant Units ser Ryder 19806).

El marco teérico y practico de las EUs y las ESUs ha sido desarrollado con el objetivo de priorizar y
proteger las unidades naturales a nivel taxonémico (Ryder 1986). Debido esto principalmente a que
la taxonémica existente en la década de los 80’, no reflejaba la diversidad genética subyacente a estas
unidades naturales, y que los recursos son limitados (Avise 1989). Desde entonces los conceptos han
sufrido modificaciones en pro de ajustarse a los distintos escenarios naturales, y variadas definiciones

han sido formuladas. Una exposicién temporal de estas definiciones encontrara en la Tabla 1.
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Tabla 1. Conceptos tedricos y operacionales de unidades evolutivas y unidades evolutivas

significativas
Autor (es) Criterio
Dobzhansky (1950) Clasica poblacién mendeliana, con independencia evolutiva, con fertilizaciéon
cruzada entre individuos que conforman un mismo pool génico.
Ryder (1986) Subset de una especie, que posee atributos genéticos significativos para las
generaciones presentes y futuras de la especie en cuestion.
Waples (1991) Una poblacién o grupo de poblaciones que:
(i) Esta aislada significativamente en términos reproductivos de otras
unidades poblacionales conespecificas; y
(i) Representa un importante componente de la historia evolutiva de
la especie
Dizon et al. (1992) Poblaciones o grupos de poblaciones que muestran significativa divergencia
en frecuencias alélicas.
Avise (1994) Conjunto  de poblaciones derivadas de wuna filogenia  génica
consistentemente congruente.
Moritz (1994) Poblaciones que:
(i) Muestran una monofilia reciproca en alelos del ADN mitocondrial,
(i) Muestran significativa divergencia genética de frecuencias alélicas
de loci nucleares
Bowen (1998) Poblaciones que muestran evidencia de aislamiento a largo plazo
Vogler & DeSalle (1994) Grupo de individuos o poblaciones que son diagnosticados por caracteres
que comparten, y por los cuales son excluidos desde otras agrupaciones
Crandall et al. (2000) Concepto mas holistico, consistente en poblaciones con variados niveles de
flujos génicos, que evolucionan a través de deriva y seleccién.
Fraser & Bernatchez (2001) Un linaje que muestra un flujo génico restringido desde y hacia otros linajes,
dentro del mids alto nivel organizacional (linaje) de las especies.
Taylor (2005) Unidades cercanamente relacionadas que han tenido un bajo flujo génico,
donde adaptaciones locales pueden ocutrir.
De Guia & Saitoh (2007) Divide el término ESU en:

* ESUs parcial. se considera como un primer paso hacia la
identificacién de una ESU total, y son fieles al concepto original de
reflejar verdaderas variaciones evolutivas.

* ESUs total. pueden ser definidas Unicamente si se tiene la
informacién tanto sobre la variacién genética neutral, y adaptativa.

De Guia & Saitoh (2007) y Casacci et al. (2014) presentan una amplia revision y discusion sobre las
diferentes definiciones de ESUs que se han adoptado a través del tiempo, haciendo comparaciones
entre ellas, para mostrar las fortalezas y debilidades de cada una. Realizan ademas una extensa
busqueda en la literatura cientifica en donde se muestra como este concepto y todas sus definiciones
se han aplicado en la investigacion de diferentes taxa (mamiferos, aves, reptiles, peces Oseos,
invertebrados, plantas).

Casacci et al. (2014) propone que a pesar de que los enfoques moleculares representan una rapida
evaluacién de muchos taxa poco conocidos, otra variedad de fuentes de informacién puedan

aparecer., como la ecologia, el comportamiento, datos biogeogrificos o morfoldgicos, siendo
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igualmente validos para una evaluacién cientifica de unidades de conservacién. Destaca que un
importante requisito para el uso de datos que no sean genéticos es el supuesto de que los rasgos
observados se basan en atributos heredables, para que puedan proporcionar informacion jerarquica
(Avise 1989, Waples 1991, Dizon et al. 1992, Moritz 1994, Vogler & Desalle 1994). Los datos no
moleculares nos proporcionan informacién critica sobre las diferencias entre taxa que se han
originado recientemente por la accién de los procesos de adaptacién, y que generalmente no puede
ser detectada, al menos en la practica, por los actuales andlisis de ADN. En conclusién la
convergencia entre la informacién de tipo molecular y no molecular a menudo nos podra
proporcionar evidencia mas clara sobre la identificacion de las ESUs.

Sin embargo, es en esta misma revision que se demuestra que la definicion enunciada por Moritz
(1994) es la mas utilizada por los investigadores, aludiendo que serfa la definicién mas objetiva desde
un punto de vista teérico y operacional “unidad evolutiva corresponderia a aquellas poblaciones que
muestran una monofilia reciproca en variantes de su ADN mitocondrial; en concomitancia con una
divergencia genética significativa de frecuencias alélicas de loci nucleares”. Posteriormente Moritz ha
seguido incorporando elementos a las definiciéon de ESUs, e.g. Moritz (1995) incorpora las filogenias
intraespecificas, y de esta manera puede identificar los procesos poblacionales proveyendo una
perspectiva sobre el crecimiento o decline poblacional y conectividad genética en tiempo evolutivo.
Posteriormente, Moritz en el 2002 incorpora elementos sobre procesos evolutivos, y la distribucion
de la diversidad genética dentro de planes de conservacion, en donde propone primero identificar
areas que son importantes para representar especies y diversidad genética y posteriormente
maximizar, dentro de esas areas, la proteccion de gradientes ambientales contiguos a través del cual la
seleccion y la migracion puedan interactuar para mantener la viabilidad de la poblacién, y el potencial
adaptativo de la diversidad genética.

A continuacién se presentan estudios en donde se ha aplicado este criterio operacional para la
identificacion y delimitacion de unidades evolutivas, en especies relevantes para el manejo pesquero
nacional e internacional. Cabe destacar que si bien el criterio fue utilizado, es decir, se utilizd
evidencia nuclear y mitocondrial para evaluar divergencias significativas, la mayoria de los autores no

aluden formalmente a los conceptos de unidad evolutiva o unidad evolutivamente significativa.
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A continuacién se muestran algunos ejemplos referentes a unidades evolutivas significativas:

Karl & Bowen 1999. Presentan el caso de las poblaciones de la tortuga marina negra Chelonia agassizii,
en donde los anilisis no muestran divergencia genética significativa entre las dos formas C. .
agassizii 'y C. m. mydas. Sin embargo, presentan morfotipos (tipo negro y verde) y
comportamientos diferentes (tortugas negras viven en aguas frias). Si estos atributos son
adaptativos, entonces estas caracteristicas podrian ser una fuerza impulsora para la selecciéon y
el potencial evolutivo, lo que podria dar lugar a la divergencia genética. En ese caso, las
poblaciones de tortugas negras pueden calificar como una ESU. Por lo tanto, el aspecto de
adaptacion también es importante.

Carlsson et al. 2004. En el pez Thunnus thynnus thynnus existe congruencia en los resultados utilizando
la region control del ADNmt y 9 loci microsatélites, encontrando poblaciones genéticamente
discretas en la cuenca oriental del Mar Mediterraneo.

Gruenthal et al. 2007. En el molusco Haliotis rufescens se encontré congruencia en los resultados
utilizando 5 loci microsatélites y secuencias del gen COI de ADNmt, mostrando que no
existe divergencia genética entre las nueve poblaciones muestreadas.

Cardenas et al. 2009. En el pez Trachurus murphyi se ha encontrado congruencia en los resultados
utilizando secuencias de la region control del ADN mitocondrial y 4 loci microsatélites,
mostrando que no existe evidencia de diferenciacion y se trata de un solo stock a lo largo de
Océano Pacifico Sur.

Matschiner et al. 2009. En el pez Gobionotothen gibberifrons existe congruencia en los resultados
utilizando la regiéon control del ADNmt y 8 loci microsatélites, encontrando una débil
estructura poblacional dentro 4rea geografica de estudio.

Reiss et al. 2009. Realizan una revision referente a la determinaciéon de poblaciones y unidades de
manejo de recursos pesqueros del atlantico (e.g. Gadus morbua, Melanogrammus aeglefinus,
Merlangins merlangus, Micromesistins poutasson, Merluccius merluccius y Clupea harengus) norte donde
hay datos genéticos referentes a diferenciacion genética y datos de manejo pesquero. Ademas
identifican la concordancia de especies donde hay estructuraciéon genética con las actuales
regulaciones de manejo pesquero de modo de conocer si hay congruencia entre estas y como
esto implica en el manejo pesquero. Esta revisiéon por razones operacionales se basa en el
criterio entregado por Bentzen (1998), donde: si una diferenciaciéon genética significativa y

reproducible puede ser detectada, las poblaciones deben ser considerados demograficamente
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independiente. Finalmente da cuenta que pocas recursos pesqueros dan cuenta de una
concordancia entre diferenciaciéon genética y unidades de manejo pesquero. De esta manera
proponen que la aplicacion de un enfoque basado en el ecosistema podria ser una
oportunidad para una mayor integraciéon de la estructura de la poblacién genética y otros
niveles de la diversidad biol6gica en la gestion pesquera.

Vilas et al. 2010. En trucha café se investiga la identificacién de poblaciones genéticamente diferentes
que puedan ser definidas como unidades de manejo con miras a conservacion, utilizando 10
loci microsatélites. Los investigadores encontraron dos linajes genéticamente diferenciados en
la zona alta y baja de la cuenca de Mino, ademas de que en la zona media de contacto habria
hibridaciéon. Concluyen recomendando conservar la diversidad genética de la trucha café en el
area de la cuenca de Mifio por ejemplo, limitando la pesca. Gestion de manejo en poblaciones
especificas podria ser necesaria, pero en ese caso hay que hacerlo de acuerdo a la estructura
genética.

Verissimo et al. 2010. En el tiburén Squalus acanthias existe congruencias en los resultados utilizando
8 loci microsatélites y secuencias de ADN mitocondrial del gen ND2, encontrando dos
grupos genéticamente diferenciados, un grupo correspondiente al Pacifico Norte y otro
grupo en locaciones del Pacifico Sur y Atlantico.

Ceballos 2011. En el pez Elegingps maclovinus los resultados utilizando el gen Cit B del ADNmt revelo
un patrén general de baja estructuracién poblacional y utilizando 9 loci microsatélites sugiri6
la existencia de dos grupos genéticos, uno principalmente de origen pacifico y otro atlantico.

Dammannagoda et al. 2011. En el pez Katsuwonus pelamis existe congruencia en los resultados
utilizando 6 loci microsatélites y secuencias de ADN mitocondrial del gen ATPase 6 y 8,
encontrando dos grupos genéticamente diferenciados en el nor-oeste del Océano Indico.

Verissimo et al. 2011. En el Tiburén Centroscymnus coelolepis existe congruencia en los resultados
utilizando 8 loci microsatélites y region control del ADNmt, en donde no se encontraron
pruebas de estructura genética de la poblacion entre muestras del Atlantico oriental y el Mar
norte de las Azores.

Machado-Schiaffino & Garcia-Vazquez 2011. En Macruronus magellanicus se utiliza citocromo oxidasa
I y 6 loci microsatélites, encontrando diferencias significativas en ambos marcadores.
Especificamente separando muestras del Océano Atlantico y muestras del Océano Pacifico.

Castillo-Olguin et al. 2012. En el tiburén Sphyma lewini no se presenté congruencia utilizando 5 loci

microsatélites y region control del ADNmt. Para el ADNmt no se observan divergencia entre
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las localidades del Pacifico Mexicano, a diferencia de los datos de microsatélites que si
mostraron una notable divergencia de la poblacion.

Dutton et al. 2013. En la tortuga Dermochelys coridcea 1os resultados utilizando 17 loci microsatelites
detectaron una débil pero significativa diferenciacién entre dos poblaciones a diferencia de las
secuencias de la regién control del ADN mitocondrial en donde estas diferencias fueron
indistinguibles.

Cao et al. 2013. En Siniperca scherzeri se utiliza citocromo b del ADN mitocondrial y 7 microsatelites
para definir diferencias genéticas en China. Basado en el ADN mitocondrial se encontré dos
grandes linajes en la especie compuesto por cuatro subclados. Por otro lado mediante loci
microsatélites encontraron congruencia en estos dos clados observados con ADN
mitocondrial.

Esa et al. 2013. En Tor fambroides se utiliza citocromo oxidasa I del ADN mitocondrial y 14
microsatélites en donde se revel6 que basado en loci microsatélites habria solo 3 cluster
genéticos presentes. Por otro lado el ADN mitocondrial no mostro diferencias, solo se
observé la presencia de un haplotipo que podria dar cuenta de un linaje criptico de otra
especie del género.

Duncan et al. 2014. En el pez Chrysoblephus punicens se encontraron congruencias en los resultados con
10 loci microsatélites y la region control del ADNmt, mostrando que no hay estructuracion
poblacional en muestras del Océano Indico Suroccidental.

Hernandez et al. 2014. En el tiburén Galeorhinus galeus se encontré congruencia en los resultados con
8 loci microsatélites y la region control del ADNmt, mostrando 2 grupos diferenciados
genéticamente, uno correspondiente a Nueva Zelanda y Australia, y otro a Chile.

Lopez et al. 2015. Aunque este estudio no fue realizado en un organismo marino, Lopez et al. (2015)
en la especie Omphalodes littoralis subsp. gallaecica, incorpora la variabilidad cuantitativa
(fenotipos) ademas de la variaciéon neutral de marcadores moleculares para la identificacion
de Unidades Evolutivamente Significativas (ESUs). Aqui el autor sugiere la presencia de
cinco ESUs dada las diferencias significativas en caracteres cuantitativos heredables entre las
poblaciones. Finalmente evidencian los beneficios de combinar ambos tipos de marcadores y
da cuenta que incluso especies endémicas con una distribuciéon geografica reducida podria

tener multiples unidades de conservacion.
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McKeown et al. 2015. En el pez Macruronus magellanicus se encontré congruencia en los resultados con
6 loci microsatelites y region control del ADNmt, mostrando que no hay evidencia para decir
que hay mas de un cluster genético.

Stockwell et al. 2015. En Cyprinodon tularosa se utiliza regiéon control mitocondrial, 5 alozimas y 6
microsatelites fueron utilizados para definir unidades significativamente evolutivas. Aunque
no se encontrd diferencias genéticas con el ADN mitocondrial, si se obtuvo diferencias en
alozimas y microsatelites. Stockwell y colaboradores plantean la presencia de dos ESUs para
C. tularosa en los rios muestreados.

Taylor & Dizon 1996 y Taylor & Dizon 1999: Plantean estar de acuerdo con la propuesta de Avise
(1995) de conectar la dindmica poblacional (demografia) y genética, lo cual proveeria una muy
util herramienta para manejo y conservacion. Sin embargo se destaca que es necesario estimar
el poder estadistico de los datos genéticos de manera que sean analizados y presentados

apropiadamente.
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3.2 Disefar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y geograficamente
adecuado para alcanzar los restantes objetivos del proyecto.

Elson Leal

Instituto de Fomento Pesquero

Durante el afio 2014, el Instituto de Fomento Pesquero, realizé muestreos de reinetas obtenidas a lo
largo del rango de distribucién de la especie en Chile. Tales muestras fueron recolectadas desde
diferentes fuentes. Las muestras del extremo sur, fueron obtenidas por personal embarcado a bordo
de naves industriales. Las muestras de la zona norte y centro en tanto, se recolectaron
mayoritariamente en puerto, desde embarcaciones artesanales cuya operacion se realiza con espinel o
red de enmalle. Se logré también una muestra de 15 ejemplares colectados en el Buque Cientifico
Cabo de Hornos durante el crucero destinado a evaluar la biomasa de merluza durante el mes de
agosto. Se informa que hubo modificaciones en el nimero de muestras para cada zona respecto al
informe de avance, debido a la reorganizaron de los datos en funciéon de las ecoregiones marinas
propuestas por Spalding et al. (2007), con la finalidad de dar un caracter biogeografico al analisis de

los datos.

En la Oferta Técnica, se identificaron tres posibles zonas a ser consideradas para los objetivos del

estudio:

1. Zona norte (Lebu) ZONA CENTRO SUR: Considera la zona de extracciéon artesanal en
lanchas o botes que realicen su operacion en las cercanias del puerto de Lebu.

2. Zona centro (Calbuco-CHILOE): Considera la zona de extraccién artesanal de la region de
los Lagos. Se embarcara personal en lanchas o botes que recalan en el puerto de Calbuco.

3. Zona sur (sur Boca Guafo) Austral: Considera personal embarcado en buques industriales

arrastreros hieleros que opera en la zona austral, al sur del Guafo.

Tales zonas fueron planteadas considerando los antecedentes de la pesquerfa y la accesibilidad

histérica para la obtencion de muestras en diferentes puertos. Cabe hacer mencién, que debido a
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restricciones presupuestarfas, y logisticas, el estudio no consider6 un disefio de muestreo espacial ni
temporalmente explicito, sino que la obtencioén de las muestras se bas6 en la operacion de la flota. A
pesar de estas restricciones, el estudio logré abarcar la mayor parte del rango de distribucién de la
especie en la costa de Chile (Figura 1) y con un nimero de muestras significativo para el nimero de
muestras planteado (propuesto) en la oferta técnica de 80 ejemplares por zona (Tabla 2).

Por su parte, la cobertura temporal, estuvo condicionada a la estacionalidad en la operaciéon de la
flota entre la zona norte y centro. Entre los meses de noviembre y abril, la flota concentra su
actividad en la zona norte con puerto de desembarque en Lebu (VIII Region). Luego, se desplaza
hacia la zona centro, desembarcando el recurso principalmente en las localidades de Calbuco y
Carelmapu (X Region). Las muestras de la zona sur en tanto, fueron colectadas desde buques
industriales cuya operacion esta dirigida a otros recursos y donde la reineta aparece como fauna

acompanante.

Latitud (°S)

85 83 81 79 77 75 73

Longitud (°W)

Figura 1: Procedencia de las muestras en el presente estudio

Procedencia de las muestras obtenidas en el presente estudio (circulos verdes) y la distribucion
planteada para B. australis en la costa de Chile por San Martin et al. (2011) (puntos grises). Se muestra
la distribucién de zonas (lineas horizontales) segun lo planteado en la oferta técnica.
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Tabla 2: Numero de ejemplares de Brama australis obtenidos por zona y mes.

Mes Zona

norte centro sur
febrero 40 6
marzo 20 6
abril 40
mayo
junio 25 12
julio 23
agosto 65 33
septiembre 25
octubre 15 24
Total 100 153 81

Con el objetivo de evitar la correlacion, asegurando la independencia entre los ejemplares
muestreados, en la oferta técnica, se comprometié ademas que las muestras en cada zona serfan
obtenidas desde 5 0 mis eventos. En la Tabla 3, se muestra el nimero de eventos de muestreos
desde los cuales de obtuvieron los ejemplares en cada mes y zona. Se consideré el viaje como un
evento de muestreo a pesar que las muestras puedan provenir de mas de un lance de pesca, como
ocurri6é en la zona sur. Los lances de pesca, fueron ploteados en el mapa para indicar la procedencia

de las muestras y cobertura espacial del estudio.

Tabla 3 Numero de eventos de muestreos de ejemplares de Brama australis en cada mes y zona

Mes Z.ona

norte centro sur
febrero 2 6
marzo 1 5
abril 2
mayo
junio 1 2
julio 1
agosto 3 3
septiembre 1
octubre 1 1
Total 5 7 17
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3.3 Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)

evolutiva(s) de reineta en la costa chilena.

Ricardo Galleguillos, Sandra Ferrada-Fuentes, Cristian B. Canales-Aguirre, Victoria Herrera-Yafiez,
Daniela Lazo.

Universidad de Concepcion

Antecedentes

Uno de los principales objetivos de la evaluacion y manejo de las poblaciones explotadas es la
identificacién y conectividad entre unidades evolutivas afectas por extraccion pesquera, ya que estas
son la unidad basica sobre la cual reconocen otras unidades ecolégicamente relevantes donde se
sostienen las evaluaciones y las medidas de ordenamiento. El concepto de unidades evolutivas se
refiere a poblaciones con dinamicas evolutivas independientes que conforman un pool génico
particular (Luck et al. 2003). Este concepto es muy similar al de stock genético, el cual indica que un
stock genético se refiere a una poblacién que evolucioné independientemente de otras y que por lo
tanto acumulé diferencias genéticas con respecto a ellas (Spanakis et al. 1989). La estimacién del
grado de conectividad a través del rango de distribucién de especies comercialmente importantes o
que se encuentran amenazadas, ha tenido gran interés, pues para un manejo efectivo de estos
recursos es requisito el conocimiento de los patrones de estructuracién temporal y espacial, asi como
la identificaciéon de unidades evolutivamente significativas. Desde una perspectiva genética, una
alternativa para evaluar las diferencias poblacionales es examinar el grado de divergencia entre
poblaciones, lo que refleja el balance entre los procesos potencialmente diversificadores de la deriva

génica y la seleccion, versus, el efecto homogenizador del flujo génico.

Mas alla de las variadas acepciones tedricas de Unidades Evolutivas, acepciones que se presentan y
revisan en el objetivo 2.1 “Realizar una revision bibliografica del estado del arte referente a la
identificacién de unidades evolutivas y demograficas relevantes para el manejo pesquero”, las

definiciones operacionales que indican los criterios para delimitar e identificar unidades evolutivas,
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implica patrones de monofilia reciproca en linajes del ADN mitocondrial y diferencias significativas

en las frecuencias alélicas de loci nucleares (Frankham et al. 2004).

Para identificar y caracterizar unidades evolutivas, se han utilizado diversas fuentes de evidencia
genética a través de la historia. En general podemos indicar marcadores de origen mitocondrial y
nuclear, y el uso de uno u otro, u ambos va a depender de la problematica biolégica que se plantee.
Generalmente genes de origen mitocondrial han sido utilizados principalmente en responder
preguntas en un contexto filogeografia (Wang 2010) y por otro lado marcadores nucleares altamente
repetitivos como los microsatélites han sido utilizados para responder preguntas en un contexto
histérico reciente, recapitulando informacioén estimada de 10-100 generaciones (Selkoe & Toonen

2006).

Los microsatélites son uno de los marcadores genéticos mas utilizados en la evaluaciéon de unidades
poblacionales y determinacion de variabilidad genética (Jarne & Lagoda 1996). Los marcadores
moleculares tipo microsatélites (SSRs: Simple Sequence Repeats; STRs: Short Tandem Repeats)
corresponden a regiones no codificantes, de origen y funcién aun desconocida, salvo algunas
excepciones. Estas regiones estan compuestas por motivos basicos de repeticion de 1-6 nucleétidos
de largo, organizados en bloques con 5-50 repeticiones en serie. Se encuentran ampliamente
distribuidas en el genoma de organismos eucariontes y procariontes (Zane et al. 2002), donde es
posible observar una regiéon microsatélite cada 10 kilobases. Estos marcadores moleculares
responderfan a un modelo de herencia mendeliana codominante (De Woody & Avise 2000), con un
elevado polimorfismo, lo que explica su frecuente utilizacién en estudios poblacionales (Selkoe &
Toonen 20006). A pesar de la gran importancia y utilidad de los microsatélites como marcadores
moleculares para estudios de estructuracion genética poblacional, entre otros (Jarne & Lagoda 1990)
el uso de dichos marcadores moleculares en teledsteos es escaso en comparacion con otras categorias
taxonomicas, no existiendo reporte de aislamiento y caracterizacion de loci microsatélites especificos

para Brama australis.

Se realiz6 una busqueda exhaustiva sobre marcadores moleculares microsatélites disponibles para
especies filogenéticamente cercanas a Brama australis, no registrindose microsatélites heterélogos

confiables para ser aplicado como parte de este estudio. Por esta razéon y como se propuso en la
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oferta técnica, se desarrollaron partidores especie especificos para Brama australis, a partir de

tecnologfas de secuenciacién masiva.

En cuanto a marcadores moleculares de origen mitocondrial se han utilizado en diversos estudios de
caracterizacion de especies y sus poblaciones. Las propiedades de estos marcadores han sido
discutidas ampliamente por Anderson et al. (1981), Avise et al (1983), Brown (1983, 1985), Cann et
al. (1987), Vigilant et al. (1991) y Horai et al. (1993). Entre ellas se pueden mencionar su facilidad
para ser diferenciado del ADN nuclear, que es un genoma haploide, heredado generalmente por via
materna sin que ocurra recombinacion (Brown et al. 1979, 1982). Ademas, algunas regiones del ADN
mitocondrial poseen una alta tasa de mutacion, lo que hace que su evoluciéon en los vertebrados sea
cuatro veces mas rapida que en la mayoria de los genes nucleares (Wilson et al. 1985, Birky et al.
1983, Vences et al. 2005, Rubinoff 2006). Un marcador basado en ADNmt utilizado en estudios
poblacionales es el gen de la Citocromo Oxidasa I (COI), este marcador de aproximadamente 600 pb
resulta ser adecuado para realizar estudios a nivel intraespecifico (Avise 2000, Hebert et al. 2003a,
Vences et al. 2005, Rubinoff 2006). En estudios dirigidos a determinar la variabilidad genética
existente entre poblaciones marinas, el empleo de marcadores moleculares, y especialmente las
secuencias de la COI del ADNmt son ampliamente utilizadas (Zun et al. 2013, Ali et al. 2014, Xu et
al. 2014).

Como evidencia genética complementaria, se secuencio un segmento de ADN del gen de la
Citocromo Oxidasa I del ADN mitocondrial. Ambos set de datos fueron analizados en bisqueda de
patrones de monofilia reciproca en linajes del ADN mitocondrial y diferencias significativas en las
frecuencias alélicas de loci nucleares (Frankham et al. 2004) del tipo microsatélites, en pro de la

identificacion y delimitacién de unidades evolutivas.
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Metodologia de trabajo

Extraccion de ADN gendémico, visualizaciéon y cuantificacion

Los 334 individuos recolectados fueron trasladados al Laboratorio de Genética y Acuicultura de la

Universidad de Concepcion, en donde se realiz6 su muestreo bioldgico. A cada uno de estos

individuos se le extrajo un trozo de musculatura esquelética, el cual fue depositado en etanol absoluto

para los posteriores analisis moleculares.

El ADN genémico total se obtuvo mediante el kit comercial de purificacion de ADN “Nucleo Spin®”

(Macherey-Nagel) siguiendo los pasos descritos por el distribuidor e incorporando algunas

modificaciones. Especificamente se siguieron los siguientes pasos:

CAREE I A

10.

11.

12.
13.

Preparar la muestra: 25mg de tejido en un tubo de micro centrifuga 1,5 ml

Agregar 80 pl de PBS (phosphate buffered saline)y homogeneizar

Pre-lisis de muestras: Agregar 180 ul Buffer T1 y 25 ul Proteinasa K, agitar y mezclar.
Incubar a 56°C por toda la noche.

Lisis de la muestra: Agitar las muestras antes de afiadir 200 ul de buffer B3. Incubar a 70°C
por 40 minutos, agitar brevemente.

Centrifugar por 5 minutos a 11.000 rpm

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5ml. Agregar 7.5 ul de RNase Solution
4mg/ml (Promega). Incubat a 55°C por 30 minutos.

Ajustes de ADN, condiciones de union: Afiadir 210 ul de etanol (96-100%) a la muestra y
agitar vigorosamente.

Incubar a -20°C por una hora o mas

Enlazar ADN: Para cada muestra colocar una columna NucleoSpinTissue en un tubo de
recogida, aplique la muestra en la columna. Centrifugar durante 2 minuto a 11.000 rcf (*g).
Descartar el flujo a través de la columna y colocar un nuevo tubo de coleccion.

Si la muestra no se extrae completamente a través de la matriz, repetit el paso de
centrifugacién a 11.000 rcf (*g). Deseche el flujo.

Lavar la membrana de silice:

Primer lavado: Afiadir 500 ul Buffer BW, Centrifugar por 2 minuto a 11.000 rcf (*g). Deseche

el flujo y coloque un nuevo tubo de coleccion.
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14. Segundo lavado: Anadir 600 ul de Buffer B5 a la columna y centrifugar por 2 minuto a 11.000
rcf (*g). Deseche el flujo a través de la columna y coloque un nuevo tubo de coleccion.

15. Secar la membrana de silice: Centrifugar la columna durante 2 minuto a 11.000 rcf (*g).

16. En esta etapa es removido el etanol residual.

17. Eluir el ADN de alta pureza (DOS veces): coloque la columna NucleoSpinTissue en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Y afiada 50 ul de Buffer BE precalentado (70°C), incubar
a temperatura ambiente por 3 minutos. Centrifugar por 2 minuto a 11.000 rcf (*g).

18. Eluir el ADN de alta pureza: en el mismo tubo y columna afadir 50 pl de Buffer BE
precalentado (70°C), incubar a temperatura ambiente por 3 minutos. Centrifugar por 2

minuto a 11.000 rcf (*g).

El extracto de ADN gendémico fue visualizado mediante una matriz de agarosa al 1% y tefiido con
bromuro de etidio para determinar el éxito de la extraccion, esto es determinar si presenta ADN de
alto peso molecular (> 10.000 pb) o fragmentado. Se determiné la calidad y cantidad de ADN
extraido utilizando un Biophotometro, el cual registra la absorbancia a 230 nm (hidratos de carbono,
péptidos, fenoles y combinaciones aromaticas), 260 nm (ADN), 280 nm (proteinas y fenol) y 320 nm
(turbidez) de cada muestra. Ademds nos entrega la razén de absorbancias A260/280 y A260/230,
para determinar la calidad de nuestro ADN. Posterior a conocer la calidad y cantidad del ADN de
cada una de las muestras se procedié a generar una dilucion de trabajo a una concentracion final de
20 ng/MPL. La utilizacién de una concentracion menor a la extraida se fundamenta en que para los
posteriores analisis (amplificacién por PCR) el exceso de ADN puede inhibir la reaccién y por lo

tanto no amplificar los loci de interés.
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Marcador Molecular Nuclear: microsatélites

Desarrollo de marcadores microsatélites mediante NGS

Para la reineta es escaso el conocimiento genético poblacional que hay descrito, asf como marcadores
moleculares utilizados en ella. Por este motivo, y dentro de los objetivos del proyecto se considerd
desarrollar una librerfa de loci microsatélites (e.g. Castoe et al. 2012), los cuales son polimoérficos y
han sido utilizados en muchos estudios poblacionales de recursos marinos (Canales-Aguirre et al.
2010, Galleguillos et al. 2012).

Se desarrollaron y ensayaron a nivel poblacional diez loci microsatélites en Brama australis, mediante
una plataforma de Secuenciacion de ultima Generacion (INGS: Next Generation Sequencing en inglés)

por los setrvicios de OMIC solutions (http://omics-solutions.cl) del centro nacional de genémica y

bioinformatica de Chile. Se utilizé un secuenciador 454 GS Jr de Roche en el cual se obtuvieron un
total de 60.907 lecturas (i.e. secuencias cortas) con un largo promedio de secuencias de 416 pb. Del
total de lecturas un 14% presentaron regiones microsatélites (i.e. 8.469). La busqueda de regiones

microsatélite con motivos di, tri, tetra, penta y hexa nucleétidos fue realizada en el programa MISA

(http://pgre.ipk-gatersleben.de/misa/). Se tomé como parametro de busqueda que la lectura que
tenga una regioén micro debia contener al menos cinco motivos repetidos. Para las lecturas en donde
se identificé regiones microsatélites se desarrollaron partidores especificos. Se utilizé el programa
PRIMER3 (Untergrasser et al. 2012) para identificar regiones y disefiar partidores para cada locus
elegido. Se obtuvieron un total de 3.876 parejas de partidores de las cuales se sintetizaron 80 parejas.

Las condiciones de amplificaciéon fueron las mismas para todos los loci microsatélites y fue la
siguiente: Tampon PCR 1X, MgCl, 3mM, primer F (0,4 UM), primer R (0,4 pM), dNTPs (0,8 mM),
Taq polimerasa (0,1 U/ML). El programa utilizado en el termociclador correspondié a un protocolo
touchdown, el cual aumenta la especificidad del annealing (hibridacién de los partidores en la region
flanqueante del locus objetivo) incorporando en los primeros ciclos temperaturas altas, comenzando
a disminuir 0,5°C por cada ciclo transcurrido hasta alcanzar una temperatura de annealing final de
55°C. Especificamente el programa de termociclado fue: Denaturacién inicial de 95°C por 300s,
seguido de 20 ciclos con los siguientes pasos: denaturacion de 95°C por 30s, annealing de 65-55°C
(touchdown) por 30s, extension de 72°C por 30s. En cada ciclo la temperatura disminuyé 0,5°C.
Posteriormente, siguieron 20 ciclos con los siguientes pasos: denaturacion a 95°C por 30s, annealing a

55°C por 30s, y extension de 72°C por 30s. Finalmente un ciclo de extension de 72°C por 300s.
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Prueba de polimorfismo en microsatélites obtenidos
Utilizando las condiciones antes mencionadas se probo el polimorfismo de los loci microsatélites
disefiados en un total de 40 individuos. El éxito de cada amplificacién fue verificado en una camara

de electroforesis en un gel de agarosa UltraPure™Agarose 1000 (Invitrogen™)

al 4% vy visualizado
mediante tincién con bromuro de etidio. Para determinar el tamafio del amplicén utilizamos un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb).

Para las parejas de partidores que mostraron una amplificaciéon exitosa, su partidor forward fue
marcado con los fluoréforos NED, PET, 6-FAM y VIC de AppliedBiosytems. Posteriormente se
amplificaron los 40 individuos y se realizé un analisis de fragmentos en un secuenciador ABI 3730xl

(AppliedBiosystems) con un estandar de peso molecular LIZ500. Para la determinaciéon de los

genotipos obtenidos se utiliz6 el programa Peak Scanner v1.0 (AppliedBiosystems).

Bases de Datos genéticos para los analisis estadisticos

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados, la totalidad de datos genotipicos y haplotipicos fueron
organizados en cuatro bases de datos. En la primera base de datos se consideran y comparan las zonas
de captura que se indican en las bases técnicas, que corresponden a: zona Centro-Sur (entre las regiones
de Valparaiso y BioBio), zona de Calbuco (zona sur de la regién de Los Lagos), y zona Austral, al sur de
la boca del Guafo. En la segunda base de datos, los datos se organizaron y compararon en el marco de
las ecoregiones marinas propuestas por Spalding et al. (2007), esto con la finalidad de dar un caracter
biogeografico al andlisis estadistico de los datos, en la busqueda de patrones mas reales de divergencias
genéticas que se puedan detectar. La tercera base de datos considera y compara las muestras por sexo,
separando a los individuos entre machos y hembras. En la cuarta base de datos se agruparon las
muestras por grupo etario, a partir de su talla, identificindose tres grupo principales de edad. Para la
clasificacion de las muestras en cada grupo etario se utilizé la informacién contenida en el proyecto del
Fondo de Investigacion Pesquera FIP 96-26 “Analisis y evaluacion de la pesquerfa de reineta (Brama

australis) en el litoral de la V Region”.

Determinacion de calidad de base de datos de loci microsatélites

Con la finalidad de evitar un sesgo en el analisis poblacional, debido a la asignacién incorrecta de
genotipos producto de ADN degradado, bajas concentraciones de ADN o mutaciones en la regién que
flanquea el microsatélite objetivo (alelos nulos), se comprob6 la calidad de la base de datos. Para esto se

identificé errores de genotipado debido a presencia de alelos nulos (alelos no amplificados) con el



40

algoritmo de Brookfield (Brookfield, 1996), dominancia de alelos cortos, anotaciones de bandas
tartamudas (repetidas) y errores tipograficos, mediante el programa Micro-Checker v2.2.3 (Van

Oosterhout et al. 2004).

Parametros de diversidad genética para loci microsatélites

Para los microsatélites utilizados se determind las frecuencias alélicas de cada uno de los diez loci
analizados, asi como, el nimero de alelos. Ademis se determiné mediante conteo directo de
homocigotos — heterocigotos la heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) que
fueron obtenidos en el programa GENALEX v6.5 (Peakall & Smouse 2012). Se realizé un test de
equilibrio de Hardy & Weinberg (H&W) en el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier & Lischer 2010).
Estos parametros de diversidad genética fueron realizados para cada una de las cuatro bases de datos

bajo estudio.

Analisis de poder estadistico para loci microsatélites

El programa Powsim v4.0 (Ryman & Jorde 2001, Ryman & Palm 2006) fue utilizado para evaluar el
poder estadistico o error tipo II en los analisis realizados (aceptar HO cuando esta es falsa, siendo esta
HO homogeneidad genética) (ver Laikre et al. 2005, Ryman et al. 2006, Larsson et al. 2007, Canales-
Aguirre et al. 2010), y el error tipo I (x). El poder estadistico fue estimado para los 10 loci
microsatélites en conjunto, y asi detectar diferenciacién genética para varios niveles de Fst simulados.
El analisis se realizé entre las tres zonas de muestreo: Centro-Sur, Calbuco y zona Austral, con
100,144 y 90 individuos, respectivamente. En las simulaciones se utiliz6 un tamafio efectivo
poblacional de Ne=80.000, y diferentes valores de deriva generacional (t=0, t=40, t=50, t=60, t=80)
para obtener los valores Fst hipotéticos. Donde sélo la simulacion t=0 supone ausencia de deriva
génica. Cada simulaciéon fue corrida 10.000 veces y el poder estadistico fue determinado como la
proporcién de simulaciones que tanto el test exacto de Fisher como el test chi-cuadrado detectaban

como significativas con un nivel de p<<0,05.

Estructuracion poblacional para loci microsatélites

Para estimar el grado de divergencia genética entre las agrupaciones bajo estudio se utilizaron el indice
Fst de (Weir & Cockerham 1984), y su analogo Rst (Slatkin 1995) por pares de zonas, para las cuatro
bases de datos, por zonas de muestreo segin bases técnicas del FIP, base de datos segin Spalding et al.,

(2007), zonas seglin grupos etarios, y zonas por sexo.
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El indice Fst estima el grado de estructuracién genética presente en la distribucion geografica de la
especie en estudio. Valores Fst cercanos a 1 sugieren una fuerte estructuracion genética y aislamiento
reproductivo, mientras que indices Fst cercanos a 0 indicarfan una débil estructuracién genética y alto
flujo génico, siempre y cuando este indice sea estadisticamente significativo, p < 0,01. La hipdtesis nula
que se evalia en este andlisis es si el indice Fst estimado es significativamente distinto de cero. Ademas
se realiz6 un andlisis de varianza de frecuencias alélicas (AMOVA: Analysis of molecular variance) en la
cual se evalu6 diversas hipétesis de estructuracion genética en la base de datos por zonas de muestreo
segun bases técnicas del presente proyecto. Los analisis AMOVA se realizaron en el programa
ARLEQUIN v3.5 (Excoffier & Lischer 2010). Para determinar diferencias significativas en cada uno de
los analisis se utilizara un test de permutacion basado en 10.000 permutaciones. Se aplicé una correccion
para comparaciones multiples basada en la tasa de encuentro de falsos positivos (Benjamini & Yekutieli
2001). Para cada locus microsatélite por separado se realizé un analisis AMOVA por Fst global para
establecer cuantos microsatélites corroboran los estimados de diferenciacién poblacional generados por

la base de datos total.

Inferencia de cluster genéticos

Se determiné el nimero de agrupaciones genéticas mas probables (K) utilizando una aproximacion
bayesiana implementada en el software GENELAND v0.3 (Guillot et al. 2005a, b). GENELAND
analiza los datos en un contexto geografico, asi, coordenadas geograficas son utilizadas para detectar
discontinuidades entre las poblaciones, ademas incorpora la incerteza posible en las coordenadas
espaciales durante el muestreo (Guillot et al. 20052, b). Se compararon los modelos de frecuencias
alélicas correlacionadas y no correlacionada con la finalidad de determinar la convergencia de resultados
segun el modelo utilizado. Para todos los analisis realizados se incorporéd el modelo espacial
(coordenadas geograficas) y modelo de alelos nulos, este tltimo dado que los resultados obtenidos desde
MICROCHECKER (VER SECCION ANTERIOR) indica que es posible que alelos nulos estén
presente en muestro set de datos dado el exceso de homocigotos en algunos loci. Los parametros
utilizados fueron: Una tasa maxima de procesos de Poisson igual 305, el cual equivale al numero de
individuos total del set de datos, un nimero miximo de nucleos en la teselacion Poisson-Voronoi de
915 (3x el nimero maximo de procesos de Poisson) (Guillot et al. 2005a). Se analizé un nimero minimo
de K = 1 hasta un nimero maximo de K = 5, este ultimo correspondiendo al nimero maximo de areas

donde se obtuvieron muestras de reineta, segiin agrupaciones Spalding et al. (2007), las cuales incluye las
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areas para las zonas FIP. Numero de iteraciones 1.000.000, con una frecuencia de muestreo cada 1.000 y
un total de 3 réplicas independientes para determinar convergencia de resultados por modelo. Se
determiné cual es el nimero de poblaciones mas probable basado en la densidad de probabilidad de
cada K puesto a prueba y finalmente se generé un histograma de densidad de probabilidades por cada
modelo con la finalidad de resumir los resultados del nimero de poblaciones mas probable identificado
por GENELAND. Debido al alto porcentaje de alelos nulos presentes en los marcadores
microsatélites desarrollados, se utiliz6 la opcion, incorporada en GENELAND de corregir la base de

datos por alelos nulos.

Marcador Molecular Mitocondrial para B. australis: Citocromo Oxidasa I

Para el analisis de la Citocromo Oxidasa 1 del ADN mitocondrial de B. australis, se utilizaron 94
ejemplares provenientes de las zonas indicadas en las bases técnicas del presente: Centro-Sur (entre las
regiones de Valparaiso y BioBio), zona de Calbuco (zona sur de la region de Los Lagos), y zona Austral,
al sur de la boca del Guafo. Los datos haplotipicos fueron ademas organizados y comparados en el
marco de las ecoregiones marinas propuestas por Spalding et al. (2007).

Para la amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa de un segmento de la COI de
aproximadamente 700 pares de bases se utilizaron los partidores FishF2 (5-TCG ACT AAT CAT
AAA GAT ATC GGC AC-3) y FishR2 (5’ACT TGA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA-3)
(Ward et al. 2005). La PCR se efectu6é en un volumen final de 30 ul que contenia 3 ul de ADN
molde, 2 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 umol de cada partidor, 0,04 U de Taq ADN
polimerasa (Invitrogen), 1X de tampoén para PCR (Invitrogen) y 5X de tampén BSA. Los ciclos de
temperatura se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research PTC-200 DNA Engine con el
siguiente programa de temperatura: desnaturalizacion inicial del ADN a 95°C por un minuto, seguido
de 35 ciclos de amplificacién (desnaturalizacion a 94°C por 15 segundos, unién de los partidores a
59°C por 15 segundos, extension a 72°C por 30 segundos) y una extension final de 10 minutos a
72°C. Los fragmentos de la amplificaciéon por PCR del gen COI se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1%, se tifié con bromuro de etidio (10mg/ml) y se visualizé mediante un
transiluminador UV. Una vez terminado este proceso las muestras fueron secuenciadas en los
laboratorios de Macrogen™ en Korea. La secuenciacién se llevé a cabo utilizando un secuenciador
ABI 3730xl. Las secuencias de ADN obtenidas fueron editadas y alineadas utilizadas el algoritmo de
ClustalX 1.83 (Thompson et al. 1997), y el programa BioEdit v. 7.2.5 (Hall 1999).
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Parametro de diversidad genética para el segmento COI del ADN mitocondrial de B.
australis

La obtencién de los parametros basicos de diversidad genética como el numero de haplotipos (h),
diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (n) y el numero de sitios segregados (S) se

calcularon utilizando el programa DnaSP v 5.10.01 (Librado & Rozas 2009).

Estructura poblacional para el segmento COI del ADN mitocondrial de B. australis

Para evaluar la presencia de estructuracion poblacional se utilizaron dos aproximaciones, una basada
en el indice de fijaciéon Dst y otra genotipo-espacial. Se utilizé el programa Arlequin 3.1 (Excoffier &
Schneider 2005) para estimar los pares de comparaciones entre las zonas calculando el estadistico
Ost (Excoffier et al. 1992) (usando el estadistico-F convencional basado solo en las frecuencias

haplotipicas).

Inferencia de cluster genéticos: segmento COI del ADN mitocondrial de B. australis

Para la aproximacion genotipo-espacial se us6 el programa GENELAND v 3.2.2 (Guillot et al.
2005), una extension de R (Thaka & Gentleman 1996) que implementa un modelo estadistico con
inferencia Bayesiana y que ademas utiliza datos geo-referenciados de los individuos secuenciados,
infiriendo y localizando las discontinuidades genéticas entre las poblaciones. El nimero de clusters
fue determinado a través de iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo (Markov Chain Monte
Carlo, MCMC) para estimar K (nimero mas probable de poblaciones). Se analiz6 un numero
minimo de K = 1 hasta un numero maximo de K = 5, este ultimo correspondiendo al numero
maximo de areas donde se obtuvieron muestras de reineta, segin agrupaciones Spalding et al. (2007),
las cuales incluye las areas para las zonas FIP. Corriendo 10.000.000 de iteraciones muestreando cada

10.000
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Resultados
Extraccion de ADN, visualizacion y cuantificacion
Las extracciones de ADN genémico de los 334 individuos fueron satisfactorias, tanto en cantidad,

como calidad, siendo utiles para el ensayo de cualquier marcador molecular.

Marcador Molecular Nuclear: microsatélites

Desarrollo de marcadores microsatélites mediante NGS

Se marcaron con fluoréforos un total de 40 parejas de partidores, los cuales fueron ensayados para
testear tanto las condiciones de PCR como su polimorfismo, los resultados obtenidos fueron
satisfactorios. Eligiendo un total de 10 parejas de partidores para el analisis a nivel poblacional.

En la Tabla 4 se detallan los loci microsatélites aplicados a nivel poblacional para Brama anstralis. Se
informa el motivo de repeticion de los loci ensayados, el rango de tamafio alélico que se detectaron
en la totalidad de las muestras del presente estudio, el nimero de alelos observados por microsatélite,
la heterocigosidad observada y esperada al equilibrio de Hardy Weinberg, asi como la significancia de
las desviaciones a este equilibrio, y los valores de probabilidad asociados a los estimados de Fst y Rst
del AMOVA global locus por locus.

En este contexto, ocho de los diez loci micosatélites analizados muestran desviaciones significativas
al equilibrio de Hardy Weinberg. Todos ellos con un marcado déficit de heterocigotos, existiendo
multiples causas para su origen. Rico et al. (1997) revisa posibles causas del exceso de homocigotos,
evaluando varias hipotesis relacionadas con error de genotipado, presencia de alelos nulos, efecto
Wahlund (Wahlund, 1928), endogamia, apareamiento selectivo, y /o seleccion.

Al evaluar la hipétesis de alelos nulos en la base de datos de Brama australis, seis de los 10
microsatélites analizados muestran altos porcentajes de alelos nulos, que varfan entre el 23%
(microsatélite R82), al 12% (microsatélite R42). Dakin & Avise (2004), establecen que los alelos nulos
estan presentes en la mayoria de la taxa, particularmente en aquellas poblaciones con altos tamafios
efectivos poblacionales (Chapuis & Estoup 2007), como es el caso de los peces pelagico como Brama
anstralis.

El alto porcentaje de alelos nulos podrian contribuir al significativo desequilibrio de Hardy Weinberg
de los marcadores desarrollados, teniendo presente las potenciales consecuencias de este
desequilibrio en el andlisis de diferenciacién poblacional. Los alelos nulos crean falsos homocigotos,
lo cual es problematico para las estimaciones de diferenciacién poblacional, y andlisis de parentesco.

Sin embargo, si las frecuencias alélicas son corregidas para esta situacion, las bases de datos si pueden
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ser utilizadas para evaluar diferenciaciéon poblacional (ver Van Oosterhout et al. 2004). Considerando
ademas que Carlsson (2008) realiza un analisis basado en simulaciones, sin corregir la base de datos,
demostrando que loci microsatélites afectados por alelos nulos, no alterarfan el resultado de analisis
de parentesco, y por lo tanto pueden ser incluidos en este tipo de anilisis. Esta informaciéon nos
permite establecer que los diez microsatélites desarrollados generan informacién util para la

delimitacion de unidades evolutivas.

La variabilidad genética para las agrupaciones segin las zonas de Centro-Sur, Calbuco y Austral
indican valores de numero de alelos entre 6 (R6) a 14 alelos (R9), con heterocigosidades observadas
que varfan entre 0,176 (R5) a 0,855 (R61). Las heterocigosidades esperadas varfan entre 0,421 (R43) a
0,847 (R61) (Tabla 5). Para la variabilidad genética en agrupaciones segin Spalding et al. (2007), se
observé un Na promedio entre 5,7 a 9,5 alelos por localidad, un Ho entre 0,399 — 0,506 y una He
entre 0,635y 0,677 (Tabla 6). Cuando se analizan los parametros de variabilidad genética por grupo
etario, el nimero de alelos detectados varia entre 6 (R5 y R61) y 15 (R2) con heterocigosidades
observadas que varfan entre 0,176 (R5) a 0,855 (R61). Las heterocigosidades esperadas varfan entre
0,197(R5) a 0,872 (R61) (Tabla 7). Los parametros de variabilidad genética por grupo de sexo
mostraron un promedio de nimero de alelos de 11 tanto para hembras como para machos, y una Ho
entre 0,207 (R5 machos), y 0,820 (R61 hembras), con una He entre 0,372 (R43 machos) a 0,839 (R61
hembras) (Tabla 8). Como se observa la tendencia al desequilibrio de Hardy Weinberg en la mayoria
de los loci, y agrupaciones analizadas prosigue. Sin embargo dados argumentos de parrafos anteriores
se consideran datos fiables para los posteriores analisis de diferenciacién poblacional.

En la Tabla 9 se indica los niveles de poder estadistico para el set de diez loci microsatélites, las
simulaciones indican que el conjunto de microsatélites, en combinacién con el tamafio de la muestra
utilizado, confiere suficiente poder estadistico, capaz de detectar divergencias genéticas a un nivel de
Fst tan bajo como 0,0017,con una probabilidad de 0,92. Destacando que a pesar de los desequilibrios
de Hardy Weinberg, presentado en la mayorfa de los microsatélites analizados, estos poseen el
suficiente poder estadistico como para detectar niveles de diferenciacién genética tan bajos como
0,0017, y delimitar con certeza unidades evolutivas. En ausencia de deriva génica (setting de t=0), el
error tipo I o a, correspondiente a la probabilidad de rechazar la hipétesis nula (HO; homogeneidad
genética; Fst=0) cuando esta es verdadera, varia desde 0,032 con el test Xi% a 0,053 con el test de

Fisher, bordeando el 5% de la significancia estadistica. Una vez evaluado y confirmado el poder
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estadistico del set de microsatélites, se procedié a estimar los niveles de divergencia genética
existentes entre las diversas agrupaciones en estudio.

Las estimaciones del indice de estructuraciéon genética poblacional del Fst generan valores no
estadisticamente significativos, para las comparaciones entre zonas de captura de la reineta en Chile.
Estos estimados varfan entre 0,001, para la comparacién zona Centro-Sur versus zona de Calbuco, a
0,003 entre Calbuco y las zonas Centro-Sur y Austral (Tabla 10). Los estimados del Rst, si bien son
mas altos para algunas comparaciones, siguen siendo estadisticamente no significativos (Tabla 11). El
analisis de AMOVA locus por locus, ratifica estos resultados (Tabla 4), donde de los 10 loci
analizados, s6lo el microsatélite R43, se encuentra al borde de la significancia para la homogeneidad,
con un P-Value de 0,013 (x = 0.01). Corroborando que el significativo déficit de heterocigotos
detectados en el andlisis de desequilibrio de Hardy Weinberg, no afecta las estimaciones de
diferenciacién genética poblacional.

En el caso de las comparaciones segun las eco-regiones descritas por Spalding et al. (2007), los
valores del indice de estructuracién poblacional Fst mostraron valores significativos a un nivel de
significancia del 0,05% solo para la comparacion de la zona Austral V, con el resto de las localidades
comparadas (Tabla 12). Sin embargo, al aplicar la correccién de analisis multiples de Bonferroni, el
cual nos entregd un nuevo valor de significancia de 0,001, ninguna de las comparaciones pareadas
fue significativas. Para el caso del indice Rst se observé diferencias significativas previas a la
correccion de Bonferroni, sin embargo al aplicar esta correcciéon ninguna de las comparaciones
pareadas fue significativas (Tabla 13).

En la Tabla 14, se informan los indices de estructuracion genética Fst y Rst para las comparaciones
entre grupos etarios, inferidos a partir de las tallas registradas. Ninguno de los estimados resulto
estadisticamente significativo, variando entre -0,001, para el Fst entre el grupo de edad IV y V, a
0,014 para el Rst de la comparacion entre los grupos de edad V a VI. Cuando se estiman los indices
entre las comparaciones entre machos y hembras, los estimados de los indices de estructuracion
poblacional Fst y Rst no mostraron ningtn valor estadisticamente significativo (Tabla 15).

Cuando se evalia la divergencia genética a distintos niveles, a través de un analisis de varianza
molecular (Tabla 16), ninguno de los estimados resultan ser estadisticamente distintos de 0, es decir,
se acepta la hipétesis de homogeneidad genética, a partir de las frecuencias de los alelos del set de

microsatélites utilizados.
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Para el segmento de ADN de la Citocromo Oxidasa I analizado, y para los haplotipos organizados en
las zonas de captura de la reineta en Chile, en los andlisis moleculares se identificaron 22 sitios
polimoérficos y un total de 26 haplotipos. El mayor nimero de sitios segregantes y numero de
haplotipos por zona se registré para Zona Centro-Sur (S=14), seguido de Zona Autral (§=13). La
diversidad haplotipica (Hd) en general fue alta para las tres zonas, variando entre los valores 0,789 y
0,823. La diversidad nucleotidica (n) fue de 0,00243 para las Zonas Centro Sur y Calbuco y de
0,00224 para la Zona Austral (Tabla 17).

En el caso de los haplotipos organizados segun las ecoregiones, se identificaron 22 sitios
polimoérficos y un total de 26 haplotipos (Tabla 18). El mayor nimero de sitios segregantes y
numero de haplotipos por zona se registré para la Zona Sur Peruana (S=14), seguido de la Zona
Nor-Patagonica (S=11). La diversidad haplotipica (Hd) en general fue alta para las cinco zonas,
variando los valores entre 0,778 y 0,867. La diversidad nucleotidica () mas alta fue para la Zona
Austral con 0,00280, mientras que para las otras 4 zonas los valores oscilaron entre 0,00188 y
0,00243 (Tabla 18).

En la evaluacién de estructuracién poblacional los valores del indice de fijacién por pares de
comparaciones, estos estimados fueron cercanos a cero, y no se evidencio ninguna comparacion
estadisticamente significativa en ninguna de las agrupaciones tanto para las zonas de captura de la
reineta en Chile, asf como para las ecoregiones descritas por Spalding et al. (2007) (Tabla 19, Tabla
20). Cuando se evalua la divergencia genética a distintos niveles, a través de un analisis de varianza
molecular (Tabla 16), ninguno de los estimados resultan ser estadisticamente distintos de 0, es decir,
se acepta la hipétesis de homogeneidad genética, a partir de las frecuencias de los haplotipos de la
COI analizados.

Para el set de microsatélites y muestras analizadas, los resultados de la identificacién de claster
genéticos de individuos basado en el analisis bayesiano de genotipos multilocus e incorporando la
georreferencia de cada individuo nos muestra que el nimero mas probable de K (K = poblaciones)
es de 1. Este resultado convergié entre ambos modelos utilizados (i.e. alelos correlacionado y no
correlacionado). En ambos casos la densidad de probabilidades para una asignacion de K =1 fue
sobre el 70% (Figura 2).

En el caso del analisis de la COI del ADN mitocondrial, los resultados de la identificacion de cluster
genéticos de individuos basado en el analisis bayesiano nos muestra que el nimero mas probable de
K (K = poblaciones) es de 1. La densidad de probabilidades para una asignacion de K = 1 fue sobre
el 70% (Figura 3).



Tabla 4. Detalles de 10 loci microsatélites polimorficos desarrollados para B. australis
N: nimero de individuos analizados; K: nimero de alelos observado; He y Ho: heterocigosidades esperada y

observada respectivamente; PHW: probabilidad del test exacto para equilibrio de Hardy & Weinberg;
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Porcentaje de alelos nulos y probabilidad asociada al estimado de Fst del AMOVA global locus por locus. En
negtrita se destacan los loci que muestras desviaciones al equilibrio de H&W y presencia de alelos nulos.

Locus | Primer (5-3") Motivo Rango (bp) | N | K | H, H. PHW Z“ulosaldos Fist

R2 AACAGAAGCTTATCAATACACH* (AC)5 161/295 285 | 18 | 0.368 | 0.778 | 0.000 | 0.229 0.686
GTGAGAGGAGAGAGATAGAGA

R5 AACATCACACATTAAACTCACH** (AC)5 137/151 285 | 8 | 0252 | 0592 | 0.000 | 0.213 0.446
GTATCTCATTACTTTACCTGC

R6 AACATGTAATGGTTGTCACT*++x (AC)5 127/227 284 | 15 | 0.485 | 0582 | 0.000 | 0.060 0.079
TCCTGACCATAGACTGTATAT

R9 ACTACTGTACAGGACCCTACT** (AC)7 131/197 279 | 17 | 0494 | 0.747 | 0.000 | 0.144 0.534
GTAAAAATGTGACCTTTAGTG

R43 ACTGCAAACCTATAACATATG* (AAAC)6 170/274 279 | 12 | 0408 | 0.430 | 0.069 | 0.014 0.013
GAAACGTCTATATTGACAGTG

RS2 GACATAATAAAGTTTCCAGTG* (AAC)13 182/263 233 | 15 | 0.257 | 0.780 | 0.000 | 0.293 0.930
CTTAACTGGAACAAACTAAAC

R47 CTGTTAAGAGTTATGAAAGGA**** | (AAAC)6 238/290 283 | 17 | 0515 | 0.806 | 0.000 | 0.160 0.657
CAAGCTAACAAGTTCTTACAT

R61 TAAACGTAGTGAGTGAGACAT** (ACTAT)10 | 249/309 269 | 13 | 0.814 | 0.837 | 0581 | 0.012 0.893
ATGTAAGCTGATTACTGTCAG

R42 ACAGTTTCATGCTTCTCTATA** (AAAT)6 250/282 244 | 9 | 0409 | 0.615 | 0.000 | 0.126 0.489
CTCATATATAATGATTGTCGAG

R23 ACAGATATATGGATACGATGA* (AT)5 154/188 262 | 11 | 0564 | 0593 | 0.000 | 0.017 0.080

TCCATATAATATAGATGAGGC




49

Tabla 5. Parametros de variabilidad genética de Brama australis
Estimadores para los 10 loci microsatélites para las zonas Centro-Sur (entre las regiones de Valparaiso y
BioBio), zona de Calbuco (zona sur de la regién de Los Lagos), y zona Austral, al sur de la boca del Guafo.

TLocalidad ~ Parimetro LOCUS
R2 R5 R6 R9 R43 R82 R47 ROl R42  R23
Centro-Sur N 88 85 87 87 83 68 82 77 75 74
Na 12 6 8 14 9 1 9 11 7 8
Ho 0,363 0,176 0,459 0,540 0,337 0,308 0,512 0,779 0,373 0,594
He 0,780 0,591 0,522 0,775 0,357 0,783 0,792 0,847 0,633 0,629
H&W 0,000 0,000 0,120 0,000 0227 0,000 0,000 0240 0,000 0,003
Calbuco N 117 119 117 114 121 105 119 118 103 115
Na 13 6 11 12 7 12 13 11 7 10
Ho 0,341 0,243 0435 0,421 0421 0,257 0,579 0,855 0,330 0,591
He 0,777 0,555 0,618 0,756 0,421 0,772 0,813 0,840 0,576 0,614
H&W 0,000 0,000 0,000 0,000 0,651 06,000 0,000 0,752 0,000 0,000
Austral N 80 81 80 78 75 60 82 74 66 73
Na 13 7 6 12 8 1 13 10 8 7
Ho 0,412 0,345 0,587 0,551 0,466 0,200 0,426 0,783 0,575 0,493
He 0,775 0,645 0,585 0,701 0,514 0,793 0,808 0,828 0,654 0,517
H&W 0,000 0,000 0,541 0,000 0,131 0,000 0,000 0429 0,017 0,389

N: Number of individuals amplified; Na: Number of alleles per populations; Ho: Observed heterozygosity He: Expected
heterozygosity; H&W: valor de probabilidad para el test de equilibrio de Hardy & Weinberg. Valores en negrita
significativos al p < 0,05 de significancia.
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Tabla 6. Parametros de variabilidad genética utilizando ecoregiones.

Estimadores de variabilidad genética utilizando zonas descritas por Spalding et al. (2007). I: Sur Peruana, II:
NorPatagonica III: Patagonia Central, IV: SurPatagonia, V: Austral. H&W: valor de probabilidad del test
exacto de H&W. Valores en negrita significativos al p < 0,05 de significancia.

Localidad R2 R5 R6 R9 R43 RS2 R47 R61 R42 R23 Promedio
I N 88 8 8 8 8 68 8 77 15 4
Na 12 6 8 14 9 11 9 11 7 8 9,5

Ho 0,375 0,176 0460 0,540 0337 0309 0,512 0,779 0373 0,595 0,445
He 0776 0588 0,519 0,771 0,355 0,778 0,787 0,842 0,630 0,625 0,067
H&W 0,000 0,000 0,120 0,000 0,222 0,000 0,000 0,228 0,000 0,002

11 N 98 100 99 101 102 92 102 100 93 98
Na 11 6 10 11 7 10 13 11 6 10 9,5
Ho 0347 0240 0424 0,436 0,461 0239 0,618 0,850 0,333 0,653 0400
He 0,768 0564 0,616 0,725 0,443 0,759 0,827 0,843 0,579 0,650 0,677
H&W 0,000 0,000 0,000 0,000 0,726 0,000 0,000 0,462 0,000 0,001

11 N 58 61 58 55 54 45 59 54 47 54
Na 12 6 7 11 7 0 12 10 7 7 8,9
Ho 0431 0361 0,621 0,564 0,463 0244 0424 0,833 0,638 0481 0,500
He 0776 0,620 0,596 0,733 0,470 0,782 0,739 0,825 0,633 0,549 0,072
H&W 0,000 0,000 0,569 0,003 0,577 0,000 0,000 0,748 0,055 0,196

v N 28 27 26 23 28 17 27 25 21 23

Ho 0429 0333 0462 0348 0,321 0235 0,370 0,720 0429 0348 0,399
He 0,796 0,462 0,595 0,738 0,397 0,799 0,796 0,797 0,639 0337 0,635
H&W 0,000 0,164 0,168 0,000 0258 0,000 0,000 0,169 0,140 0,619

Ho 0,154 0,167 0,571 0,615 0417 0182 0462 0,846 0250 0462 0412
He 0,654 0,722 0454 0,663 0590 0777 0,828 0,704 0594 0388 0,637
H&W 0,000 0,000 1,000 0,127 0,224 0,000 0,001 0,781 0,039 1,000




Tabla 7. Parametros de variabilidad genética bajo el criterio de grupos de edad.
Parametros de variabilidad genética de Brama australis paral0 loci microsatélites en las muestras bajo estudio,
bajo el criterio de grupos de edad (Grupo Edad 1V entre 33 a 39 cm longitud horquilla; Grupo Edad V entre
40 a 46 cm longitud horquilla; Grupo Edad VI entre 47 a 68 cm longitud horquilla).
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Grupo Etario Parametro LOCUS
R2 R5 R6 R9 R43 R82 R47 R61 R42 R23
Grupo Edad IV N 134 134 131 128 130 108 136 132 109 126
Na 15 7 12 13 8 11 14 10 7 9
Ho 0,388 0,291 0,480 0,500 0,415 0,259 0,500 0,803 0,376 0,555
He 0,795 0,588 0,592 0,749 0,461 0,789 0,810 0,836 0,592 0,585
H&W 0,000 0,000 0,009 0,000 0,115 0,000 0,000 0504 0,000 0,178
Grupo Edad V. N 84 84 84 84 94 74 90 86 77 89
Na 11 7 8 9 7 11 14 11 9 9
Ho 0,357 0,261 0488 0,523 0,404 0,229 0544 0,872 0,467 0,573
He 0,741 0,607 0,556 0,767 0377 0,762 0,813 0,833 0,641 0,588
H&W 0,000 0,000 0,134 0,000 0,648 0,000 0,000 0,675 0,000 0,082
Grupo Edad VI N 72 71 71 71 73 61 74 65 62 64
Na 11 6 8 14 9 11 10 13 6 8
Ho 0,333 0,197 0,507 0,464 0328 0311 0,527 0,784 0,387 0,546
He 0,783 0,614 0,602 0,734 0,392 0,784 0,794 0,853 0,620 0,618
H&W 0,000 0,000 0,067 0,000 0,013 0,000 0,000 0222 0,000 0,000
N: Number of individuals amplified; Na: Number of alleles per populations; Ho: Observed heterozygosity He: Expected

heterozygosity; H&W: valor de probabilidad para el test de equilibrio de Hardy & Weinberg. Valores en negrita

significativos al p < 0,05 de significancia.

Tabla 8. Parametros de variabilidad genética por sexo.
Parametros de variabilidad genética de Brama australis paral0 loci microsatélites, utilizando la base de datos
diferenciada por sexo.

Grupo R2 R5 R6 R9 R43 R82 R47 R61 R42 R23 Promedio
Hembras N 143 144 141 140 140 140 112 142 119 132
Na 14 7 112 11 11 13 12 8 11 11
Ho 0391 0298 0503 0478 0485 0232 0514 0,820 0428 0,590 0473
He 0774 0,593 0,620 0,765 0487 0,768 0,776 0,839 0,606 0,597 0,082
H&W 0,000 0,000 0,001 0,000 0,440 0,000 0,000 0,896 0,000 0,014
Machos N 141 140 142 139 138 120 140 134 125 130
Na 15 8 11 16 8 13 15 11 9 8 11,4
Ho 0347 0,207 0471 0510 0333 0,283 0514 0,805 0,392 0,538 0,400
He 0779 0,589 05544 0,723 0372 0,792 0832 0,837 0,625 0,590 0,008
H&W 0,000 0,000 0,132 0,000 0,028 0,000 0,000 0231 0,000 0,000

N: Number of individuals amplified; Na: Number of alleles per populations; Ho: Observed heterozygosity He: Expected

heterozygosity; H&W: valor de probabilidad para el test de equilibrio de Hardy & Weinberg. Valores en negrita

significativos al p < 0,05 de significancia.
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Tabla 9. Estimados del poder estadistico de 10 loci microsatélites.
Valores de probabilidad Chi? y Test de Fisher para detectar niveles de diferenciacién poblacional (Fst) por
promedio de test exacto de Fisher’s y Xi?, algoritmo implementado en POWSIM (Ryman & Palm 2006).

Fst esperado  X2?Test Fishet’s Test  Ne Generaciones t  Runs

0 0,032 0,053 80.000 0 10.000
0,0014 0,811 0,809 80.000 40 10.000
0,0017 0,927 0,920 80.000 50 10.000
0,0021 0,978 0,978 80.000 60 10.000
0,0028 0,998 0,996 80.000 80 10.000

Tabla 10. Indice de estructuracién poblacional Fst por pares de zonas FIP

Considerando tres zonas en Chile: Centro-Sur (entre las regiones de Valparaiso y BioBio), zona de Calbuco
(zona sur de la region de Los Lagos), y zona Austral, al sur de la boca del Guafo. Ningun par significativo
después de la cotreccién de Bonferroni (0 = 0,05 / 30 = 0,001).

TLocalidad Centro-Sur Calbuco Austral
Centro-Sur 0,000

Calbuco 0,001 0,000

Austral 0,003 0,003 0,000

Tabla 11. Indice de estructuracion poblacional Rst por pares de zonas FIP
Considerando tres zonas en Chile: Centro-Sur (entre las regiones de Valparaiso y BioBio), zona de Calbuco
(zona sur de la region de Los Lagos), y zona Austral, al sur de la boca del Guafo. Ningun par significativo

después de la cotreccién de Bonferroni (0 = 0,05 / 30 = 0,001).

Localidad Centro-Sur Calbuco Austral
Centro-Sur 0,000
Calbuco 0,021 0,000

Austral 0,017 0,008 0,000




Tabla 12. indice de estructuracion poblacional Fst por ecoregiones.
Considerando las zonas descritas por Spalding et al. (2007). I: Sur Peruana, II: NorPatagonica I11: Patagonia

Central, IV: SurPatagonia, V: Austral. Ningtn par significativo después de la correccién de Bonferroni (0 =

0,05 / 50 = 0,001).

Localidad 1 11 111 I\ Vv
0,561 0,298 0,293 0,012
1 0,000 0,835 0,844 0,005
I 0,000 0,000 0,293 0,003
11T 0,002 -0,001 0,000 0,013
I\Y 0,005 0,001 0,004 0,000
Vv 0,028 0,030 0,032 0,035 0,000

Tabla 13. Indice de estructuracién poblacional Rst por ecoregiones.
Considerando las zonas descritas por Spalding et al. (2007). I: Sur Peruana, II: NorPatagonica I11: Patagonia
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Central, IV: SurPatagonia, V: Austral. Ningtn par fue significativo después de la correccién de Bonferroni (O

= 0,05 / 50 = 0,001).

Localidad 1 11 111 vV Vv
0,001 0,068 0,006 0,007
1 0,000 0,022 0,001 0,050
11 0,024 0,000 0,016 0,075
111 0,013 0,016 0,000 0,015
v 0,047 0,056 0,043 0,000
\ 0,137 0,063 0,062 0,130 0,000

Tabla 14. Indice de estructuracién poblacional Fst y Rst por grupos de edad.
Indice de estructuracién poblacional Fst y Rst para 10 loci microsatélites de Brama anstralis. 1.as comparaciones
se realizaron bajo el criterio de grupos de edad (Grupo Edad IV entre 33 a 39 cm longitud horquilla; Grupo
Edad V entre 40 a 46 cm longitud horquilla; Grupo Edad VI entre 47 a 68 cm longitud horquilla). Ningtn par
significativo después de la correccién de Bonferroni (0 = 0,05 / 30 = 0,001).

Fst Rst
Grupo Etario IV \ VI v \ VI
I\Y 0,000 0,948 0,847 0,000 0,120 0,224
\Y -0,002 0,000 0,935 0,009 0,000 0,105
VI -0,001 -0,002 0,000 0,004 0,014 0,000
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Tabla 15. Indice de estructuracion poblacional Fst y Rst por sexo
Indice de estructuracién poblacional Fst y Rst por pares de agrupaciones por sexo. Ningtn par significativo
después de la cotreccién de Bonferroni (0 = 0,05 / 20 = 0,002).

Fst Rst
Hembra Macho Hembra Macho
Hembra 0,000 0,128 0,000 0,396
Macho 0,002 0,000 0,001 0,000

Tabla 16. Analisis de varianza molecular AMOVA para COI y microsatélites.

Citocromo Oxidasa I Microsatélites
Agrupacion ®-Estadisticos p —value ®-Estadisticos p — value
Panmixia Fst: -0,0172 0,984 Fst: -0,0001 0,999

Centro-Sur/Calbuco/Austral

Grupo 1: Centro Sur/Calbuco  Fet: -0,0017 0,670 Fet: -0,0009 0,703
Grupo 2: Austral

Grupo 1: Centro-Sur Fct: 0,0072 0,336 Fet: 0,0014 0,191
Grupo 2: Calbuco/Austral

Tabla 17. Indices de diversidad molecular para el marcador COI por zonas FIP.

Marcador COI del ADN mitocondrial de Brama australis en las agrupaciones de zonas FIP, siendo: (N);
nimero de sitios segregados (S); numero de haplotipos (h); diversidad haplotipica (Hd); diversidad
nucleotidica (n).

Localidad N S h Hd b

Centro Sur 36 14 14 0,78940,065 0,00243%0,00039
Calbuco 25 11 11 0,8231+0,067 0,00243%0,00040
Austral 33 12 13 0,818+0,057 0,00224+0,00030

TOTAL 94 22 26 0,79910,037 0,00235%0,00022
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Tabla 18. Indices de diversidad molecular para el marcador COI por ecoregiones.

Indices de diversidad molecular para el marcador COT del ADN mitocondrial de Brama anstralis en las
agrupaciones Spalding et al. (2007), siendo: (N) numero de individuos; (S) numero de sitios segregados; (h)
numero de haplotipos; (Hd) diversidad haplotipica; () diversidad nucleotidica.

Localidad N S h Hd b

I. Sur-Peruana 36 14 14 0,789£0,065 0,0024310,00039
I1. Nor-Patagonica 25 11 11 0,823%0,067 0.0024310,00040
III. Patagonia Central 14 7 8 0,857£0,077 0,00218%0,00039
IV. Sur-Patagonica 9 3 4 0,778%0,110 0,0018810,00040
V. Austral 10 7 7 0,867£0,107 0,0028010,00060
TOTAL 94 22 26 0,799£0,037 0,0023510,00022

Tabla 19. indice de estructuracién poblacional ®st por pares de Zonas FIP.
Ningun par significativo después de la correccién de Bonferroni (0 = 0,05 / 30 = 0,001).

Localidad Centro Sur Calbuco Austral

Centro Sur 0,000 0,982 0,872
Calbuco -0,022 0,000 0,887
Austral -0,015 -0,014 0,000

Tabla 20. Indice de estructuracién poblacional ®st por pares de ecoregiones.
Se considera las zonas descritas por Spalding et al. (2007). I: Sur Peruana, II:NorPatagonica III: Patagonia

Central, IV: SurPatagonia, V: Austral. Ningin par significativo después de la correcciéon de Bonferroni (0 =
0,05 / 50 = 0,001).

Localidad 1 11 111 1\Y \Y

1 * 0,960 0,982 0,964 0,601
11 -0,035 * 0,878 0,897 0,603
111 -0,044 -0,015 * 0,603 0,602
v -0,049 -0,025 -0,038 * 0,654

N -0,028 -0,015 -0,019 -0,031 *
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Figura 2. Densidad de probabilidades de K en microsatélites

Densidad de probabilidades para identificar el nimero de poblaciones mds probable (K) para los datos
genéticos de microsatélites en Brama anstralis. Se utilizan dos modelos de correlacién. Azul: modelo de mezcla
con frecuencia alélica correlacionada (CoSpNull) y Naranjo: modelo de mezcla con frecuencia alélica no
correlacionada (UnSpNull). Ambos modelos incorporaron modelos espaciales y presencia de alelos nulos.
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Figura 3. Densidad de probabilidades de K en COI

Densidad de probabilidades para identificar el nimero de poblaciones mds probable (K) para los datos
genéticos de la COI del ADN mitocondrial en Brama anstralis. Se utilizé el modelo correlacionado, incluyendo
las coordenadas geograficas.
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Del analisis de los diez loci microsatélites se obtuvo un total de 3.340 genotipos, donde cada loci se
consideré para posteriores analisis que segregan de forma independiente, dado que el test de
desequilibrio por ligamiento arroja valores no significativos. Los estimados de heterocigosidades
observadas y esperadas, asi como el numero de alelos por locus se encuentra por debajo de los
valores promedio informados para peces marinos, con valores promedio de 20 alelos por locus y
heterocigosidades de 0,79 (ver DeWoody & Avise 2000). Este bajo numero de alelos y bajas
heterocigosidades podtia reflejar bajos tamafios efectivos poblacionales de la especie y/o tasas de
mutacionales menores de lo usual para microsatélites (10 mutaciones por gen y por generacion)
(Jarne & Lagoda 1996).

Un punto importante a considerar es que los procesos genéticos en poblaciones naturales
generalmente, son muchos mas complejos que los propuesto por modelos tedricos como el de
Hardy Weinberg, esto principalmente porque el algoritmo fue descrito para una poblacién ideal con
varios supuestos que no deben ser violados. Dentro de los supuestos encontramos que la poblacién
debe tener un tamafio infinito (evitando la deriva génica), hay apareamiento al azar, presenta
generaciones discretas, no hay migracién, mutacion, ni seleccion (ver Waples 2014). En el caso de la
Reineta las desviaciones al equilibrio de Hardy & Weinberg puede deberse a que varios de estos
supuestos son violados, considerando que el déficit de herocigotos puede ser generado por mas de
un factor, sin ser necesariamente los alelos nulos (errores de genotipado) el origen de este
desequilibrio. A continuacién se detalla caracteristicas biolégicas de esta poblacion natural que puede
dar cuenta de estas desviaciones.

a) Tamafo poblacional infinito: En este caso sabemos que segun los desembarques de la especie que
corresponden a 16 mil toneladas en el 2012 (Anuario estadistico de pesca 2013) dan cuenta que no es
una poblacién pequefia. Poblaciones pequefas tienden a presentar desviaciones al equilibrio de HW
dado que por estocasticidad pueden fijarse alelos de una generacioén a otra o en pocas generaciones.
Sin embargo, a la fecha no se conoce informacién de biomasa desovante o tamafios efectivos
poblacionales.

b) Apareamiento al azar: A la fecha escaza es la informacién respecto a las areas de desove en la
Reineta, sin embargo se estima que este proceso debe ser oceanico dado que cercano a la costa no se
han encontrado juveniles, huevos o larvas, sino individuos adultos en estado previos a madurez (Leal
& Opyarzun 2003). Por otro lado, dado los resultado de la aproximacién de microquimica de otolitos,

el area nor patagonica (Canal de Chacao-Peninsula de Taitao) podria constituir o encontrarse
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cercana a la principal area reproductiva de esta especie, cuyos huevos y larvas serfan retenidos o
desplazados en su mayoria hacia una zona comun de crianza, ain pendiente de localizar.

¢) Estructura poblacional: Uno de los supuestos es que la poblacion corresponde a una sola unidad
que se aparea aleatoriamente, a modo de una poblacién mendeliana. El conocido efecto Wahlum —
deficiencia de heterocigotos producto de una mezcla de individuos provenientes de mds de una
poblacién de origen (Wahlum 1928) — puede dar cuenta de desviaciones al HWE. Este supuesto
puede ser violado cuando individuos son muestrados no en sus dreas de desove sino en areas de
alimentacion o durante migraciones donde posiblemente multiples poblaciones pueden solaparse.
Aunque en el caso de la Reineta se tiene conocimiento que el periodo en donde alcanza las costas
Chilenas esta relacionado a procesos migratorios en busqueda de alimentacion esto podria dar cuenta
del desequilibrio encontrado y estar en presencia de mas de una poblacién. Sin embargo analisis
realizados que toman en cuenta genotipos multilocus i.e. Geneland, y AMOVA locus por locus no
mostraron presencia de mas de un grupo genético poblacional. Por lo que no estarfamos en presencia
de un Efecto Wahlum, y los desequilibrios al parecer no estarfan relacionados a esto.

d) Estructura de edades: El modelo teérico de HW asume que hay generaciones discretas en la
poblacién, sin embargo estructura de edades puede dar cuenta de un efecto similar a Wahlum
(Waples 2014). Como explica Waples (2014) “En especies con generaciones superpuestas, los
individuos en una sola cohorte son producidos por los adultos que participan en 1 ciclo
reproductivo, no por el apareamiento al azar de todos los adultos en toda una generacién. Los padres
en diferentes ciclos de reproduccion diferiran en cierta medida en las frecuencias alélicas, por lo que
su descendencia también lo harid. Por lo tanto, una muestra de individuos de edades mixtas es, en
esencia, compuesto de un numero de subpoblaciones, con el resultado esperado es una deficiencia de
heterocigotos en comparacién con las expectativas de HW en loci individuales...”. Esto puede ser un
problema en poblaciones naturales, sin embargo se realizaron analisis en la base de datos de la
Reineta separando por cohortes. Los resultados obtenidos dieron cuenta que no hay diferencias
significativas entre cohortes, por lo que las desviaciones a HW, y déficit de heterocigotos no serfan
generados por sobrelapamiento de generaciones.

f) Mutacién: Mutaciones en células germinales se pueden pasar de una generacion a otra, mientras
que las mutaciones somaticas se acumulan con el tiempo y pueden cambiar las frecuencias de alelos
dentro de una cohorte (Waples 2014). En teoria, cualquiera de estos procesos podria alterar la
relaciéon entre las frecuencias alélicas de parentales y las frecuencias genotipicas en su descendencia.

(Barton 2000).
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g) Similitud entre frecuencias alélicas en machos y hembras: De haber diferencias en frecuencias
alélicas entre machos y hembras es posible encontrar loci en desequilibrio de HW. Sin embargo, se
realizaron andlisis por sexo y no se encontraron diferencias entre machos y hembras.

h) Errores de genotipado: Errores debidos a la técnica es algo inevitable. Bandas tartamudas,
preferencia de amplificacién de bandas de pequefio tamafio o alelos nulos son algunos de los errores
mas comunes. No obstante, uno de los mas citados en literatura es la presencia de alelos nulos, los
cuales dan cuenta de loci en desequilibrio, y ademas un déficit de heterocigotos. Un alelo nulo es
producto de la no amplificacién de uno de los alelos, considerandose un individuo homocigoto
siendo heterocigoto, esto es producto de una mutacién en la region flanqueante donde hibridan uno
de los primers. La base de datos de la reineta fue testeada para determinar errores de genotipado, se
observé que algunos loci podrian estar en presencia de alelos nulos. Sin embargo, es menos probable
la presencia de alelos nulos en loci microsatélites especie especificos como lo son en la reineta y el
presente trabajo. La identificacién y corroboracion de alelos nulos no es sencilla, ya que uno debe
por ejemplo tener los genotipos de los padres para detectar si uno de los alelos no fue amplificado

producto de alguna mutacion en la region flanqueante.

Frente a esta informacién se recalca, que debido a que seis de los diez microsatélites analizados
muestran alelos nulos, se realizé un analisis de poder estadistico para la base de datos individual y en
conjunto, obteniendo alto nivel de poder estadistico, un 92% de probabilidad de detectar niveles de
diferenciacién tan bajos como un Fst de 0.0017, los resultados del analisis de AMOVA locus por
locus indican que todos los microsatélites utilizados muestran resultados de homogeneidad genética,
el analisis de divergencia genética georreferenciado, fue corregido para alelos nulos, y muestra los
mismos resultados del AMOVA vy del Fst y Rst por pares de agrupaciones. Considere ademas que el
analisis del ADN mitocondrial no muestra divergencias genética significativas en las variantes de la
citocromo oxidasa I, no existiendo informacién que haga pensar que los loci microsatétiles aqui no
son propicios para el analisis poblacional. Con esto, se demuestra la alta riguridad analitica que se ha

empleado en el analisis genético de la base de microsatélites.
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Los niveles de diferenciacion poblacional estimados por Fst y Rst por pares de zonas y agrupaciones
arrojaron valores significativamente cercanos a cero en todas las comparaciones, indicando una
tendencia a la minima diferenciacién genética entre las zonas y agrupaciones comparadas, a partir de
las frecuencias alélicas. La congruencia en los resultados de homogeneidad genética entre ambos
estimadores Fst y Rst, indicarfa que el modelo de mutacién de cada loci analizado no sesgarfa los
resultados.

Las comparaciones por pares del Fst de la evidencia desde el ADN mitocondrial, igual que resultados
para loci microsatélites, indican que no habria una divergencia genética significativa. Coincidiendo
ambas fuentes de informacion genética que estarfamos frente a una unidad evolutiva.

La homogeneidad genética evidenciada concuerda con la informacién de que peces marinos
pelagicos, generalmente muestran bajos niveles de diferenciacion genética entre regiones, debido a
sus importantes tamafios poblacionales, el alto potencial de dispersién durante sus primeros estados
plancténicos como huevos y larvas, alta fecundidad, y conductas migratorias, que acompafiado con la
ausencia de barreras fisicas evidentes entre areas costeras y mar abierto, reducen la divergencia entre
poblaciones (Grant & Bowen 1998). Los estimados de Fst bajos y no significativos concuerdan con
lo propuesto por Ward et al. (1994), que plantea que peces marinos presentan baja diferenciacion
genética con valores de Fst < 0,01, comparados con peces de agua dulce y anadromos, en este
estudio estimados de Fst tan bajos como 0,001. En el presente estudio, marcadores de origen nuclear
y mitocondrial son congruentes en indicar la no diferenciacion genética para Brama anstralis a través
del area de estudio en la costa chilena.

Se concluye que la hipétesis de una unidad evolutiva para la reineta Brama australis, en la costa
chilena, desde la regién del BioBio a la region de Magallanes, resulta la mas plausible. Para robustecer
los resultados es necesario disefiar un muestreo que incluya ejemplares del extremo norte de la
distribucion de la especie en Chile, y evaluar la integridad genética temporal del patrén espacial

observado.
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3.4 Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demografica(s) presentes en la

costa chilena.

3.4.1 Marcadores biologicos: Parasitos.

Marcelo E. Oliva M., Luis A. Nacari E.

Universidad de Antofagasta

Desde el trabajo pionero de Herrington et al (1939), los parasitos han sido exitosamente
utilizados como marcas bioldgicas en estudios poblacionales, no sélo de peces marinos sino también
en moluscos, crustaceos e incluso ceticeos (Oliva & Sanchez 2005). Bajo una perspectiva
eminentemente pesquera, los parasitos han demostrado su utilidad como marcas biolégicas que han
permitido entender no solo movimientos migratorios y estructura poblacional, sino también
discriminar el habitat ocupado por peces (Oliva et al. 2004).

Como ha sido indicado por MacKenzie & Abaunza (2005), los principios basicos que
gobiernan el uso de parasitos (tanto metazoos como protista) como marcas biologicas indican que un
pez se infecta con una especie particular de parasito sélo cuando el pez (huésped) esta en el area
endémica de tal especie de parasito. La asociaciéon huésped-parasito implica la existencia de dos tipos
de parasitos, aquellos altamente especificos que a su vez representan un sistema que ha co-
evolucionado y parasitos generalistas, los que estan fuertemente asociados con procesos ecolégicos
mas que evolutivos. En el primer caso tenemos una asociacién en un escenario evolutivo que dara
importantes pistas acerca de la estructura poblacional; en el segundo caso se obtendra informacién
referida a movimientos migratorios. Otra aproximacion implica que si peces infectados se encuentran
fuera del area endémica del parasito, podremos inferir que ese pez ha estado en algin momento de
su historia de vida en tal area endémica (MacKenzie & Abaunza 2005). Esta aproximacion exige
conocer la extension exacta de esa especie de parasito, un problema no facil de resolver. En todo

caso, dos postulados zoogeograficos refuerzan el uso de pardsitos como marcas biologicas: las
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primeras reglas biologicas de Thering (1901) que indican que los animales acarrean a sus parasitos
durante sus migraciones, y los postulados de Noble & Noble (1982) que indican que cuando una
poblaciéon se separa en dos o mas grupos, entonces la fauna de parasitos de cada nuevo grupo

tendera a una divergencia segin:

DIVERGENCIAS EN
FAUNA PARASITARIA

e e

CUANTITATIVAS CUALITATIVAS

ESCALAS DE TIEMPO

T N

ECOLOGICAS EVOLUTIVAS
MOVIMIENTOS NUEVAS
MIGRACIONES UNIDADES

De cualquier modo, el uso de parasitos como marcas biologicas requiere que se cumplan ciertos

criterios bien descritos por Mackenzie & Abaunza (2005) y que se pueden resumir en:

1. El parasito debe ser comun en una poblacién y raro o estar ausente en otra.

2. Debe tener, preferentemente, un ciclo de vida directo, infectando un solo huésped en su ciclo
vital.

3. La infeccién debe ser de relativamente larga duracion y cubrir al menos la escala de tiempo del
estudio.

4. La incidencia (prevalencia) de infeccion debe permanecer relativamente constante.

5. Las condiciones ambientales a través de toda el drea de estudio deben corresponder con los
limites de tolerancia del parasito.

6. No se deben considerar ectoparasitos que sean facilmente desprendible o que no dejen

evidencias de su presencia, ya que pueden perderse en la captura o durante la manipulacion.
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7. Elmétodo de examen debe considerar un minimo de diseccion y preferiblemente un alto nivel de
especificidad por un habitat definido.

8. El parasito debe ser facilmente detectable e identificable.

9. El parasito no debe tener marcados efectos patologicos, ya que de lo contrario originara
mortalidades selectivas o cambios conductuales en el huésped, afectando su valor como

marcadot.

Estos criterios son aceptados en su totalidad. Pero no es necesario que se cumplan

simultineamente.

Los parasitos han sido exitosamente utilizados en la identificaciéon de la estructura
poblacional en peces de importancia comercial de Chile, como la merluza Merluccius gayi (George -
Nascimento 1996, Oliva & Ballon 2002), Merluccins aunstralis (Gonzalez & Carvajal 1994), el cascajo o
cabrilla espafiola Sebastes capensis (Oliva & Gonzalez 2004), la anchoveta Engranlis ringens (Valdivia et
al. 2007), la merluza de cola Macruronus magellanicus (Oliva 2001) y el jurel Trachurus murphyi (George
Nascimento 2000, Oliva 1999, Aldana et al. 1995), entre otros. El problema de variabilidad local
versus variabilidad regional en la fauna de parasitos de la anchoveta fue clarificado por Chavez et al.

(2007).

Los parametros de infeccion utilizados en este informe corresponden a la Prevalencia de
Infeccion (PI), que se define como el nimero de peces infectados con una especie particular de
parasito dividido por el nimero total de peces examinados, expresado como porcentaje; Intensidad
Media de Infeccion (IM), que se define como el nimero total de parasitos de un taxén en particular,
dividido por el nimero de peces infectados con ese taxén en particular. Otro parametro de uso
comun es la Abundancia (A), que es el nimero de individuos parasitos de un taxén particular,
dividido por el nimero total de peces estudiados (Bush et al. 1997). En todo caso, estos tres

parametros estan relacionados segun:

A = IM*PI (expresada como proporcion)

Entonces, conociendo PI y otro de los restantes parametros, es posible estimar el tercero. Cuando

tanto la intensidad de infeccién como la prevalencia son bajas, entonces la abundancia tiende a 0.



64

Metodologia de trabajo

Las muestras fueron sometidas al siguiente protocolo

a.- Identificaciéon (numero correlativo para cada pez por cada localidad) medicién (longitud a la
horquilla y longitud total) y sexado de cada pez por observacion directa de génadas.

b.- Lavado prolijo del cuerpo y cavidad bucal en un recipiente, filtrado del agua de lavado (filtro de
450 micras o menos) y fijacién en alcohol (70°) del material filtrado el que fue almacenado en frascos
individuales por cada pez y enviado al laboratorio de parasitologia marina de la Facultad de Recursos
del Mar- Universidad de Antofagasta.

c.- Diseccion de cada pez. Separacion de branquias y lavado de las mismas segun el procedimiento
indicado en "b" para recuperar parasitos branquiales. Fijacion y almacenamiento del material segun
indicado en "b". Retiro de o6rganos y tejidos: Corazén, tracto digestivo, gonadas, tejido renal y
mesenterios de la cavidad celomatica. Este material fue adecuadamente fijado, preservado (alcohol
70°) y almacenado en frascos individuales, los que fueron enviados al laboratorio de parasitologia
marina de la Facultad de Recursos del Mar- Universidad de Antofagasta.

d.- Identificacion y cuantificacion de parasitos metazoos recolectados.
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Resultados.

Talla de los peces

Desde un total de 3 zonas de pesca se obtuvo y analizé parasitolégicamente un total de 334
ejemplares de la reineta Brama anstralis. 1a talla media, para el total de la muestra, fue de 48,6 cm, con
un rango de tallas variando entre 33 a 68 cm y una desviacion estandar de 5,74. La Tabla 21 indica

las caracteristicas de las muestras obtenidas desde cada una de las zonas de pesca consideradas.

Tabla 21. Caracteristicas de muestras analizadas.
n = Tamafo de la muestra, DE = Desviacién estindat.

Rango
Zona de Pesca n Talla media (cm) Menor Mayor DE
Zonal 100 53,6 37,5 64,0 4.3
Zona 2 144 46,0 33,0 68,0 52
Zona 3 90 47,3 37,0 59,0 4,3

Un analisis de varianza indicé diferencias significativas en la talla media de los peces obtenidos desde

las zonas de pesca consideradas (F»31 = 81,921, p < 0,001; Figura 4).
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Figura 4. Talla media de los peces para cada zona de pesca.

Talla media de los peces para cada zona de pesca considerada. En este grafico (y siguientes graficos box plot)
la caja representa el rango intercuartil 25 -75%, la linea dentro de la caja representa la mediana, la linea vertical
el recorrido correspondiente al 95% de las muestras y el asterisco valores que caen fuera del 95% de la
distribucién. El circulo representa valores “outlayer”.



66

Un analisis a posteriori (Test @ posterior: HSD de Tukey para contrastes multiples) indicé que
la talla media de los peces de la zona 1 difieren significativamente tanto de peces de la zona 2 como 3
(p < 0,001 en ambos casos), en tanto, la talla media de peces de las zonas 2 y 3 no difieren

significativamente (p > 0,50).

Pardsito fauna

Del total de la muestra de peces, se obtuvieron 19.399 parasitos metazoos, de ellos un 96,8%
corresponden a ectoparasitos y el 3,2% restante a endoparasitos. Las formas adultas representan un
11,4% del total de la fauna de endoparasitos. Del total de parasitos, el 2,1% corresponde a larvas del
cestodo Trypanorhyncha Hepatoxylon trichinri. En consecuencia, el 99,1% de la fauna de parasitos
metazoos de la reineta esta explicada por solo dos especies de parasitos, el copépodo ectoparasito
Hatschekia conifera y la larva del cestodo H. #richinri. La contribucion de cada especie de parasito, en el

total de la muestra se indica en la Tabla 22.

Tabla 22. Parasitos encontrados en la muestra de B. australis analizada.
Se indica numero total de especimenes y contribucién porcentual.

Especie N %

Hatschekia conifera 19399 96,996
Diclidophoridae gen. sp. 1 0,005
Koellikeria sp. 16 0,074
Copiatestes filiferum 21 0,097
Lampritrema sp 16 0,074
Didimozoidae gen. sp. 2 0,009
Hemiuridae gen. sp. 1 0,005
Nybelinia sp. 61 0,282
Hepatoxylon trichinri 453 2,097
Acantocephala gen. sp. 6 0,028
Radinorbynchus sp 12 0,056

Anisakis sp. 60 0,278
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La fauna de parasitos metazoos ahora encontrados corresponden a:

ECTOPARASITOS

Crustacea

*  Hatschekia conifera. Este parasito es comuin en peces del genero Brama (Oldewage 1993, Kabata
1981). En Chile ha sido registrado en Brama australis por Villalba (1986) y George-
Nascimento et al. (2002). Es de destacar que H. conifera representa el 87,9% de los parasitos
encontrados por George-Nascimento et al. (2002). Presente en todas las zonas analizadas.

Monogenea

* Diclidophoridae gen. sp. Se encontr6 sélo un ejemplar de este monogeneo, el cual no pudo

ser identificado con mayor precision taxonémica. No hay registros de monogenea en B.

australis para las costas de Chile.

ENDOPARASITOS
Digenea

*  Koellikeria filicollis. Digeneo presente en todas las zonas de pesca. Registrado anteriormente

por George-Nascimento et al. (2002).

»  Copiatestes filiferum. Este digeneo no habia sido registrado previamente en esta especie. Esta

presente en todas las zonas estudiadas.
*  Lampritrema sp. Digeneo no registrado previamente en B. australis para las costas de Chile.

* Didimozoidae gen. sp. Se detectaron s6lo dos ejemplares de este parasito, uno en un pez de

la zona 1 y otro en la zona 3.

* Hemiuridae gen. sp. Tan sélo un ejemplar colectado en la zona 1.

Cestoda

*  Nybelinia sp. (Posiblemente N. surmenicola) Estado de desarrollo larval de un cestodo que
madura en elasmobranquios. Fue detectado en peces de las zonas 1 y 2. Registrado

previamente por George-Nascimento et al. (2002).



68

*  Hepatoxylon trichinri. Larvas de este cestodo Tetraphyllideo son relativamente comunes en

peces marinos (Oliva 2001). Se obtuvieron en las tres zonas de pesca y es el segundo parasito

en importancia. Registrado previamente por George-Nascimento et al. (2002) en esta especie.

Acantocephala

Acantocephala gen. sp. Pocos especimenes (6) fueron obtenidos desde las zonas 1 y 2. No

hay registros previos de Acantocephala al estado adulto en esta especie.

*  Radinorhynchus sp. Presente en las tres zonas de pesca.

Nematoda

Abnisakis sp. Formas larvales de este nematodo son comunes en peces marinos a través de
todo el mundo y representan un complejo de al menos tres especies que ha sido dilucidado

recientemente a través de técnicas moleculares (Mattiucci & Nascetti 2008). Presente en las

tres zonas de pesca.

Analisis univariados
Prevalencia de infecciéon

Del total de peces analizados, un 99,4% estuvo parasitado por al menos una especie de
parasito. El1 100% de los peces de la zona 3 estuvieron parasitados. LLa Tabla 23 indica la prevalencia

de cada especie de parasito por zona de pesca. Para efectos de andlisis, se consideran aquellas

especies con prevalencia de infeccién = 5,0% en al menos una zona de pesca.
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Tabla 23. Prevalencia de infeccién por zona de pesca.
Prevalencia de infeccién de parasitos metazoos de B. australis por zona de pesca. Con asterisco se indican
especies con baja prevalencia y que no seran consideradas en analisis posteriores.

Zona de Pesca

Especie Zona 1l Zona 2 Zona 3
Hatschekia conifera 93,6 98,8 100,0
Diclidophoridae gen. sp. * 0,0 0,6 0,0
Koellikeria filicollis 0,8 6,7 2,2
Copiatestes filiferum 5,6 2,4 4,4
Lampritrema sp. * 6,4 1,8 2,2
Didimozoidae gen. sp. * 0,8 0,0 1,1
Hemiuridae gen. sp. * 0,8 0,0 0,0
Nybelinia sp. 8,8 1,8 0,0
Hepatoxylon trichiuri 56,8 26,8 37,8
Acantocephala gen. sp. * 4,0 0,6 0,0
Radinorhynchus sp. * 2,4 4,9 1,1
Anisakis sp. 16,8 9,8 6,7

Un analisis de tabla de contingencia (X°) indica que sélo para C. filiferum no hay diferencias
significativas en la prevalencia de infeccién. Por otro lado, la significancia de la diferencia es marginal
para Lampritrema sp. Para las otras especies hay diferencias significativas entre zonas de pesca (Tabla

24).

Tabla 24. Estadistico X2 de diferencias en prevalencia de infeccion entre zonas de pesca.
(*) = marginalmente significativo

Especie X? p
Hatschekia conifera 8,39 0,015
Koellikeria filicollis 7,67 0,021
Copiatestes filiferum 2,45 0,29
Lampritrema sp. 6,27 0,04
Nybelinia sp. 13,4 < 0,001
Hepatoxcylon trichinri 32,1 < 0,001
Anisakis sp. 9,21 0,01

De las especies que presentan diferencias significativas, H. conifera presenta valores de
prevalencia de infeccién significativamente menores (aunque marginal) en la zona 1 (X*= 3,96, p =

0,047) al ser contrastada con la zona 2. Por otro lado, la prevalencia no difiere entre las zonas 2 y 3
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(X* = 1,26, p = 0,26). Para K. filicollis no hay diferencias significativas en prevalencia de infeccion
entre las zonas 1y 3 (X* = 0,45, p =0,49), difiriendo significativamente las zonas 2y 3 (X*> = 4,85, p
= 0,027). La prevalencia de infeccion para Nybelinia sp. difiere significativamente (X* = 13,4 p <
0,001) entre las zonas 1y 2, estando esta especie ausente en la zona 3. Finalmente la prevalencia de
infeccion de Awnisakis sp. difiere significativamente entre las zonas 1y 3 (X* = 7,12, p = 0,007) y entre

las zonas 1y 2 (X* = 5,19, p = 0,02) pero no entre las zonas 2 y 3 (X* = 0,66, p = 0,42).

Intensidad de infeccién

La Intensidad media global de infeccion fue de 58,8, con un rango entre 1y 620 especimenes
de parasito por pez y una desviacion estandar de 64,78. La Tabla 25 indica la intensidad media de
infeccion para cada especie de parasito segin zona de pesca. Analisis univariado no se realizaron para

aquellas especies indicadas con asterisco en la Tabla 25, debido al bajo nimero de observaciones por

localidad y/o la falta de variabilidad.

Tabla 25. Intensidad media de infeccion por zona de pesca.
Especies indicadas con un astetisco no son analizadas dada su baja prevalencia y/o falta de vatiabilidad.
Zona de Pesca

Especie Zonal  Zona2  Zona3
Hatschekia conifera 53,2 62,3 54,7
Diclidophoridae gen. sp. * 0 1 0
Koellikeria filicollis * 1 1,1 1,5
Copiatestes filifernm 1,3 1,3 1,8
Lampritrema sp. * 1,1 1,5 1,5
Didimozoidae gen. sp. * 1 0 1
Hemiuridae gen. sp. * 1 0 0
Nybelinia sp.* 5,1 1 0
Hepatoxcylon trichinri 39 2,2 2,6
Acantocephala gen. sp. * 1 1 0
Radinorbynchus sp. * 1 1 1
Anisakis sp. 1,2 1,4 23

Las Figuras 5 a 8 muestran la distribucién de la intensidad media de infeccién para las

especies H. conifera, C. filiferum, H. trichinri y Anisakis sp.
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Para aquellas especies que permiten contrastar la intensidad media de infeccion (previa
transformacion log n+1) entre zonas de pesca, tanto H. conifera como C. filiferurn no mostraron
diferencias significativas (F2130= 2,139, p = 0,119 y F21.= 0,26, p = 0,775; respectivamente). En tanto
H. trichinri y Anisakis sp. difieren significativamente, (F213s= 7,02, p < 0,001; F237 = 3,375, p = 0,045,
respectivamente) aunque para esta especie la significancia es marginal. La prueba a posteriori tipo
Tukey demostré que la intensidad media de infeccién de H. #richiuri difiere significativamente solo
entre las zonas 1y 2 (p < 0,001). Por otro lado, para Awnisakis sp la intensidad media de infeccion es

significativamente mayor en la zona 3, no difiriendo entre las zonas 1y 2.
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Figura 5. Intensidad de infeccion de H. conifera en B. australis en tres zonas de pesca.
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Figura 6. Intensidad de Infeccion de C. filiferum en B. australis en tres zonas de pesca.
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Figura 7. Intensidad de Infeccion de H. trichiuri en B. australis en tres zonas de pesca.
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Figura 8. Intensidad de Infeccion de Anisakis sp. en B. australis en tres zonas de pesca.

Al correlacionar la talla de los ejemplares de B. australis con la intensidad de infeccién, para
aquellas parasitos que permiten este andlisis, se observa que para los parésitos al estado adulto: H.
conifera 'y C. filiferum, no se observa correlacion entre estas variables. (r = 0,004 y r = 0,078,
respectivamente, p > 0,50 en ambos casos), como tampoco para el estadio larval de Anisakis sp. (r =

0,14, p > 0,20) (Figuras 9,10 11).

Para las dos formas larvales de cestodos que permiten este analisis, Nybe/inia sp. (r = 0,55 p <
0,05y H. trichiuri (r = 0,45, p < 0,001) ambas muestran una asociacién positiva y significativa entre

las variables. (Figuras 12 y 13).
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Figura 9. Asociacion entre talla de B. australis e intensidad de infeccion por H. conifera
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Figura 10. Asociacion entre talla de B. australis e intensidad de infeccion por C. filiferum
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Figura 11. Asociacion entre talla de B. australis e intensidad de infeccion por Anisakis sp.
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Figura 12. Asociacion entre talla de B. australis e intensidad de infecciéon por Nybelinia sp.
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Figura 13. Asociacion entre talla de B. australis e intensidad de infeccion por H. trichiuri

Analisis multivariado
Anilisis de correspondencia

Los analisis de correspondencia se realizaron sobre la intensidad media de infeccion asi como
para la prevalencia de infeccion, segin lo indicado en las Tablas 3 y 5, respectivamente. El analisis
sobre la prevalencia de infeccién indica asociaciones significativas para Nybelinia sp. y Zona 1, K
filicolis y zona 2y H. trichiuri con la zona 3. (Total Inertia =0,06257 X?=30,026 df=10 p=0,00085)
(Figura 14). Por otro lado, el mismo analisis sobre intensidad media de infeccién indica ausencia de
asociaciones significativas entre las especies consideradas y las zonas definidas para este estudio

(Total Inertia= 0,04152 X2=7,9757 df=8 p= 0,43587) (Figura 15)
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Figura 15. Analisis de Correspondencia para intensidad media de infeccion.
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Representacion en un espacio bi-dimensional, del resultado de un Analisis de Correspondencia para intensidad

media de infeccion.
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Analisis de discriminacion multiple.

Este analisis se ejecut6 utilizando la intensidad de infeccion, previa transformacion log (n+1)
para las especies indicadas en la Tabla 25. Los resultados del analisis indican una mala asignacion
total (51%) (Figura 16). La asignacién por zonas de pesca se indica en la Tabla 26, con valores
fluctuando entre 23 y 65%, ademas de una consecuente alta proporcion de asignaciones cruzadas, lo
que es particularmente notorio para la zona 3, con apenas un 23% de asignacién correcta. Los
estadisticos asociados a este analisis corroboran los valores bajos de asignacién correcta y
corresponden a Wilk’s lambda = 0,827 (GL = 4,2,331), Aproximacion F = 8,152 (GL = 8,650), p <
0,001.
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Figura 16. . Representacion grafica del Analisis de Discriminacion.
Utilizando solo parasitos seleccionados segin Tabla 25.
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Tabla 26. Matriz de asignacion correcta basada en la Intensidad de infeccion.

Zona 1 Zona 2 Zona 3 % correcto
Zona 1 56 26 18 56
Zona 2 21 92 31 64
Zona 3 25 44 21 23
Total 102 162 70 51

Los valores de F-para remover y tolerancia para cada especie considerada se indican en la

Tabla 27.

Tabla 27. Valores de F-para-remover y tolerancia del analisis de discriminacién multiple, sobre

intensidad media de infeccion.

(HC = H. conifera, CF = C. filifernm, NYB = Nybelinia sp., HT = H. trichiuri, AN = Anisakis sp.)

Especie

F-para-remover

Tolerancia

HC
CF
HT
AN

4,837
1,634
25,34
1,020

0,975
0,985
0,981
0,972

Ya que la especie con mayor F-para remover, presenta una asociaciéon positiva y significativa

con la talla, se repiti6 el analisis incorporando la talla como una nueva variable (Figura 17). Los

resultados de asignacion correcta que ahora incrementan levemente a 58%, se indican en la Tabla

28. Los estadisticos asociados a este nuevo analisis cambian marginalmente, sin afectar la

significancia de los resultados y corresponden a Wilk’s lambda = 0,597 (GL = 5,2,331),

Aproximacion F = 19,2266 (GL = 10,654), p < 0,001.
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Figura 17. Representacion grafica del Analisis de Discriminacion.
Utilizando parasitos seleccionados segin Tabla 5 asi como talla.

Tabla 28. Matriz de asignacion correcta basada en la Intensidad de infeccién y talla.

Zona 1 Zona 2 Zona 3 % cotrecto
Zona 1 81 9 10 81
Zona 2 22 86 36 60
Zona 3 21 42 27 30
Total 124 137 73 58

A su vez, los valores de F para remover y tolerancia son afectados, siendo ahora la talla la

variable mas importante en la discriminacion, segin se muestra en la Tabla 29.

Tabla 29. Valores de F-para-remover y tolerancia del analisis de discriminacién multiple, sobre

intensidad media de infeccién.
(HC = H. conifera, CF = C. filifernm, NYB = Nybelinia sp., HT = H. trichiuri, AN = Anisakis sp.)

Variable F-para-remover Tolerancia
HC 5,876 0,969
CF 3,652 0,970
HT 10,501 0,967
AN 0,192 0,971

Talla 63,204 0,954
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Discusion

La fauna de parasitos metazoos de la reineta Brama australis ahora analizados, concuerda bien
con los pocos registros que hay para esta especie. Destaca la muy alta prevalencia asi como la
intensidad de infeccion del copépodo H. conifera, situacién también evidente al analizar los resultados
de George-Nascimento et al. (2002) para reinetas provenientes de la zona de Talcahuano. Esta
especie explica el 97% del total de parasitos metazoos, siguiendo en importancia el estado larval del
cestodo H. trichiuri que explica un 2,1% del total de parasitos. El restante 0,9% es explicado por 10
especies de parasitos. De los parasitos que pueden considerarse importantes (ver Tablas 3 y 5) tan
s6lo Nybelinia sp. esta ausente en una de las tres zonas consideradas (Zona 3).

Fraser & Bernatchez (2001) discuten el concepto de Unidades Evolutivas, dando un resumen
de las diversas acepciones y definiciones de este concepto. Una revisién de los mismos indica que,
pese a la esperada relacion co-evolutiva entre hospedadores y parasitos, particularmente para aquellos
altamente especificos, estos no han sido considerados y/o incluidos como “matcas” de este
concepto, siendo caracteres genéticos (aislamiento reproductivo, divergencia en frecuencia de alelos y
flujo génico) los que definen estas Unidades. Sin embargo, Dizon et al. (1992) favorecen la
evaluacion de las Unidades Evolutivas, a partir de una re-evaluacion del concepto de stock y basados
en las singularidades de la adaptaciéon genética, usando como proxies el comportamiento, la
morfologia y la distribucién geografica para inferir aislamiento reproductivo y seleccion diferencial. A
estos proxies deberia agregarse las caracteristicas de la parasitofauna que albergan los organismos. Si
bien es cierto estos nos pueden indicar por si solos procesos de aislamiento reproductivo, al
identificar tales unidades por la presencia/ausencia de parasitos especificos, nos pueden dar pistas
directas sobre procesos de seleccién diferencial.

La composicion de la fauna parasitaria de la reineta, en términos cualitativos, no permite
identificar parasitos que puedan ser indicativos de una estructuraciéon poblacional compuesta por mas
de una Unidad Evolutiva o stock, segin la definiciéon tradicional. Diferencias cualitativas en la
composicion de la fauna parasitaria son el mejor indicador de la existencia de mas de un stock. La
mejor marca bioldgica para identificar stock serfa un parasito con un ciclo de vida directo (Oliva &
Ballon 2002, MacKenzie 1983) donde la infeccion no es posible sin un contacto directo entre peces
infectados y no infectados. Idealmente tal especie deberfa estar presente en un area y ausente en
otra(s) tal como lo indican Sankurathrii et al. (1983) para la merluza M. productus y Love (1980) y
Stanley et al. (1992) para dos especies de Sebastes en el hemisferio norte. Esta situacién también es

aplicable a parasitos metazoos con ciclo de vida complejo, como lo indican Oliva & Gonzalez (2004)
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para Sebastes capensis. En el caso de la reineta, esta situacién no es evidente, al menos para los parasitos
mas importantes. Otros buenos indicadores corresponden a formas larvales que se enquistan y no
pueden abandonar el hospedador, permaneciendo en el por el resto de la vida del hospedador. En
consecuencia estos parasitos se acumulan con la talla (como expresion de la edad) (Lester &
MacKenzie 2009). Dos de las tres formas larvales de mayor importancia (H. #richiuri y Nybelinia sp)
cumplen este postulado. H. #richinri se encuentra con diferente prevalencia en las tres zonas, pero es
comun a ellas, no asi Nybelinia sp. ausente en la zona 3, pero este ultimo parasito tiene baja
prevalencia (< 10% en las zonas en que estd presente) y su ausencia en la zona 3 puede ser
consecuencia de la falta del hospedador definitivo en la zona mas austral. Ambas especies de cestodo
maduran en elasmobranquios (tiburones) pero su ciclo de vida no es bien conocido en aguas
Chilenas. Siendo representantes del Orden Trypanorhyncha tan sélo se puede asegurar que el estado
adulto se encuentra en tiburones. El resto de los parédsitos no permite mayores analisis.

Por otro lado y en ausencia de diferencias cualitativas, diferencias cuantitativas, evaluadas a
nivel de comunidad de parasitos, utilizando técnicas multivariadas, pueden informar sobre la
estructuracion en stock, asi como otros atributos de la especie hospedadora (Oliva et al. 2008, Oliva
& Ballon 2002, Speare 1995 entre otros). En ese sentido, analisis de discriminacion multiple fueron
ineficaces en detectar diferencias en la composicion comunitaria de parasitos en las tres zonas
definidas en este proyecto. Una asignacion correcta global del 49% es muy baja como para aceptar
hipétesis de mas de un stock. Al incorporar la talla como variable en este analisis, la asignacion
correcta aumenta a 56% valor aun bajo, mas aun si se considera que el valor de Wilk’s lambda sigue
siendo elevado (0,73) y no significativo atn al considerar la talla.

En conclusion, la evidencia parasitolégica no soporta hipétesis de mas de un stock de reineta
en la zona analizada.

La presencia de peces de mayor tamafio en la zona 1, asociado a una mayor prevalencia e
intensidad de infeccién de parasitos que acumulan con la edad en esa zona, puede considerarse como
una evidencia de potenciales movimientos migratorios hacia el norte del area geografica cubierta por
este estudio, como lo sugiere Oliva (1999) para el jurel Trachurus murphyi y Galleguillos et al. (2012)

para la sardina Sprattus fuegensis.
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3.4.2 Marcadores biolégicos: Microquimica de otolitos

Edwin J. Niklitschek, Félix P. Leiva, Yessica Robles, Cristébal Garcés

Centro i~mar, Universidad de Los Lagos

Antecedentes

Los otolitos son estructuras calcareas compuestas principalmente de carbonato de calcio y
una poco conspicua matriz proteica. Se encuentran situados al interior del aparato vestibular de peces
teledsteos y su principal funcién fisiolégica es mantener la orientacion y el equilibrio (Campana
1999). Ademas de su utilizacion como marcadores cronolégicos (Pannella 1971, Campana &
Thorrold 2001), se ha demostrado que estas estructuras incorporan a su matriz de carbonato de
calcio inclusiones sutiles de elementos quimicos de manera diaria. En un nimero importante de
casos esta incorporacion no es al azar, sino que refleja la concentracién de dichos elementos en el
medio ambiente y/o es afectada por variables ambientales tales como temperatura y salinidad
(Campana & Thorrold 2001, Elsdon & Gillanders 2002, Campana 2005, Elsdon et al. 2008). Todo
esto los convierte en una herramienta valiosa para reconstruir la historia ambiental de un pez y sus
patrones migratorios, elementos valiosos para la identificaciéon de unidades demograficas (Secor
1999, 2010, Begg 2005, Campana 2005, Niklitschek et al. 2010).

Los principales métodos de identificacién de unidades demograficas en peces o stocks a
partir del analisis microquimico de otolitos se basan en la cuantificaciéon de las concentraciones
relativas de is6topos estables, principalmente de carbono (8"°C), oxigeno (8'°0) y estroncio (8*'St) y
de las concentraciones de metales principalmente bario, estroncio, litio, magnesio y manganeso
(Walther & Limburg 2012). La proporcion de 8O en el otolito es directamente proporcional a su
proporciéon en el habitat por lo que se encuentra altamente correlacionada con la salinidad del
mismo, siendo afectada de manera significativa por la temperatura (Elsdon & Gillanders 2002).
Aungque la proporcién de 8"°C en el otolito también refleja la proporcién de este isétopo en el agua,
es afectada también por la composicion de la dieta, el metabolismo y la actividad reproductiva

(Kalish 1991, Wurster et al. 1999, Rooker & Secor 2004).
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El uso de analisis de las concentraciones relativas de metales y/o is6topos estables en otolitos
ha sido utilizado en estudios de ecologfa de poblaciones de diversas especies como el atan Thunnus
thynnus (Rooker & Secor 2004, Rooker et al. 2008), el bacalao del Atlantico Gadus morbuna (Campana et
al. 1994, Hoie et al. 2004), distintas especies de salmoénidos (Kalish 1991, Barnett-Johnson et al.
2008), el bacalao de profundidad Dissostichus eleginoides (Ashford & Jones 2007, Galleguillos et al.
2008), la merluza de tres aletas Micromesistius anstralis (Arkhipkin et al. 2009, Niklitschek et al. 2010) y
la merluza de cola Macruronus magellanicus (Schuchert et al. 2010, Niklitschek et al. 2014), entre otros.
Aunque existen muy pocas comparaciones disponibles en la literatura de corriente principal sobre la
potencia discriminante de metales e is6topos estables, existe evidencia no publicada de que, al menos
en ciertas poblaciones y habitats, los isétopos estables tienden a alcanzar mayor potencia estadistica
con un numero equivalente de muestras. Este ha sido, por ejemplo, el caso de merluza de tres aletas
alrededor de Sudamérica (Niklitschek et al. 2008) y del atun de aleta amarilla en el Atlantico Norte
(D. Secor Com. Pers.). Sin embargo, en merluza de cola se encontrd que la combinacién de isétopos
estables y metales permitirfa discriminar la procedencia entre ecorregiones dentro de la Provincia
Magallanica (E Niklitschek, com. pers.).

En el presente trabajo, se determinaron y compararon las concentraciones relativas de
is6topos estables de carbono (PC) y oxigeno (**O) en secciones nucleares de otolitos de ejemplares
adultos de B. australis capturados en diferentes zonas de pesca y ecorregiones biogeograficas. En una
sub-muestra de los otolitos disponibles, se determinaron y compararon, ademas, las concentraciones
elementales (relativas al Ca) de los metales Ba, Mg, Mn y St. Con toda esta informacion se evalu6 la
verosimilitud de distintas hipétesis acerca del nimero de procedencia (zonas de crianza) de la (las)

unidad(es) demografica(s) de B. australis explotadas en la costa chilena.
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Metodologia de trabajo
Area de estudio.

El area de estudio comprendié desde el paralelo 37,69° S hasta el 52,9° S, abarcando un
rango geografico latitudinal de aproximadamente 1.970 km, siendo el Puerto de Lebu y la Isla
Londonderry los hitos geograficos limites, en el norte y sur respectivamente (Figura 18). Se
consideré dos esquemas de estratificacion del 4rea de estudio. El primero, estuvo basado en la
operacion de la flota pesquera, establecido en la oferta técnica, y considerd las siguientes tres zonas
(Figura 18):

* Zona 1: Centro-Sur
* Zona 2: Sur

e Zona 3: Austral

El segundo, basado en las ecorregiones biogeograficas propuestas por Spalding et al. (2007),

consider6 las siguientes cuatro areas (Figura 18):
* ESP: ecorregion sud-peruana
* ENM: ecorregion nor-magallanica
*  EMM: ecorregion meso-magallanica

* ESM: ecorregion sud-magallanica

Muestreo de ejemplares y otolitos.

Se colecté un total de 379 pares de otolitos de B. australis, procedentes de 72 lances
independientes, artesanales y/o industriales (Figura 18, Tablas 30 y 31). De ellos, se analizé un total
de 198 pares, privilegiando el mayor balance posible entre estratos de muestreo y considerando sélo
otolitos sin dafios estructurales mayores y cuya legibilidad fuese apropiada. Esta cifra fue cercana a lo
comprometida en la oferta técnica (210 pares).

Con el fin de obtener informaciéon sobre la variabilidad interanual, se procurd que las
muestras de adultos pertenecieran a tres o mas cohortes (afio de nacimiento). De manera similar, se
busco recoger la variabilidad entre cardimenes utilizando muestras procedentes de tres o mas lances
distintos por area. Lo anterior permitié estimar y corregir los posibles efectos de la correlacion (falta
de independencia) esperable en otolitos de peces nacidos el mismo afio o capturados en un mismo

lance.
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Tabla 30. Numero de ejemplares colectados y analizados de B. australis por zona de pesca

Zona de pesca NP° de lances NP° ejemplares colectados N° muestras isétopos N° muestras metales
1 5 100 51 17
2 6 138 52 18
3 51 141 78 49

Tabla 31. Nimero de ejemplares colectados y analizados de B. australis por ecoregion.

Ecoregion N° de lances N° ejemplares N° muesttas isétopos N° muestras metales
biogeografica colectados

ESP 5 100 51 17

ENM 35 245 99 38

EMM 10 19 16 14

ESM 3 15 15 15
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Figura 18. Distribucién geografica lances de pesca y estratificacion por zonas de pesca y ecoregiones
Lances de pesca de B. awstralis (circulos rojos), desde los cuales se obtuvieron muestras de otolitos. Panel
izquierdo muestra estratificacién por zonas de pesca: I=Zona Centro-Sur, II=Zona Sur, I1I=Zona Austral;
Panel derecho muestra ecorregiones biogeograficas propuestas por Spalding et al. (2007): ESP=ecorregion
sud-peruana; ENM=ecorregion Nor-Magallanica; EMM=ecorregion Meso-Magallanica; ESM=ecorregion
sud-magallanica.

Preparacion de otolitos, lectura de edad y asignacion de cohortes.

De manera previa al andlisis, todos los otolitos fueron limpiados manualmente, sonicados,
pesados (~0,1 mg) y conservados en microtubos Eppendorf. Se selecciond el otolito derecho de cada
ejemplar para estimacién de edad, que fue embebido en resina epodxica y luego seccionado
transversalmente para facilitar la lectura de edad y permitir el microtaladraje de su zona nuclear. El
corte se realizé utilizando un disco de corte diamantado, montado a una sierra de baja velocidad
(Buehler, IsoMet Speed Low), obteniendo una lamina transversal de aproximadamente 300 pm. Cada
seccion se redujo mediante pulido hasta un espesor ~250 um, empleando pafios de pulir de carburo
de silicio de 800, 1.200 y 2.400 grit, para finalizar con un pafio diamantado de 30 pm (Buehler,
Diamond Lapping Film). Esto permitié exponer la zona nuclear atribuible al primer afio de vida del

ejemplar muestreado (Figura 19). La edad de cada muestra se calculd a partir del numero de anillos
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translicidos presentes en el otolito saggita. Para la lectura, se utilizé una lupa con luz reflejada sobre
fondo negro. Antes de cada lectura, las secciones fueron hidratadas en agua destilada, lo que
aumento la definiciéon de los anillos hialinos. Cada otolito fue leido por al menos dos lectores,
aceptandose solo aquellas muestras con lecturas coincidentes entre dos o mas lectores. Al final del
proceso, se obtuvo un total de 158 otolitos de buena calidad (ambos otolitos presentes, no
cristalizados y enteros) y de edad corroborada, los que permitieron satisfacer el disefio estratificado y
parte importante de las metas muestrales, al resto de los otolitos se les asigné edad mediante el uso
del modelo de crecimiento de von Bertalantfy. Se obtuvo edades calculadas entre 2 a 11 afios, donde
las cohortes con mayor representacion fueron las de los afios 2008, 2009, 2010 y 2011; con esta
diversidad de cohortes, fue posible cumplir con la oferta de incorporar datos procedentes de al

menos tres cohortes en nuestros resultados.

EXxtraccion de prismas desde los otolitos.

Los otolitos de reineta son de pequefio tamafio y presentan un sulcus pronunciado, que
divide, casi completamente, la zona nuclear en dos lébulos unidos por un itsmo central. Esta
conformacién morfolégica impone importantes dificultades para la extraccion de prismas adecuados
para analisis quimico. Se definié un poligono estandarizado de muestreo adecuado para la obtencion
de prismas de aproximadamente 50 pg, masa que excede el minimo requerido para el analisis de
is6topos estables. Esta ultima tarea fue realizada con un microtaladro New-wave Research Inc.,
propiedad del Programa de Investigacion Pesquera de la Universidad Austral de Chile. Las secciones
del otolito se adhirieron a una base plastica de 2 mm de espesor, de tal forma que el pegamento solo
tuvo contacto con la resina y no con el otolito. Cada secciéon, conteniendo el core, fue montada sobre
un portaobjetos petrografico. Utilizando una fresa de 500 um de diametro (New Wave Research), se
obtuvieron dos trozos de igual area en el core derecho e izquierdo de cada ejemplar para analisis de
is6topos estables y de metales, respectivamente. Finalmente cada prisma obtenido se limpié con agua
ultrapura (Milli-Q), secada en una campana de flujo laminar y almacenadas en microtubos Eppendorf

limpios, para el posterior envio y analisis de las muestras.
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Figura 19. Otolito de reineta y seccion transversal de una hembra.

Otolito derecho (A) y seccion transversal (B) de un ejemplar hembra de B. awstralis de 58 cm (LT). Las
fotografias fueron tomadas con luz incidente y muestran una seccién central correspondiente al nacleo (N). Se
aprecian cuatro zonas translucidas con numeros 1, 2, 3 y 4. Otras zonas translicidas se encuentran
probablemente fuera del foco de la fotografia. D: borde dorsal, V: borde ventral, R: rostrum, PR: postrostrum
, S: sulcus.

Anilisis quimico.

Las muestras para analisis de is6topos estables de 8"°O y 8"°C fueron enviadas al Laboratorio
Ambiental de Geoquimica de Isétopos de la Universidad de Arizona (n=181), donde se cuantificaron
con un dispositivo automatizado de preparacion de carbonato KIEL-III, acoplado a un
espectrometro de radio-gas Finnigan MAT 252. Las prismas se digitieron con acido fosférico
deshidratado en vacio, a 70°C, donde el CO, generado por la reacciéon determina la concentracion de
isétopos 8O y 8"C. Los resultados se expresaron en partes por mil relativas a un estandar (Vienna

Pee Dee Belemnite, VPDB), utilizando los estandares internacionales NBS-19 y NBS-18.
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El anélisis de composiciéon de los metales Ba, Ca, Mg, Mn y Sr fue realizado en el Laboratorio
Biolégico de Chesapeake Bay de la Universidad de Maryland (n=84) mediante espectrometria de
masas con acoplamiento de plasma inductivo (ICP-MS) en un equipo Hewlett Packard 4500
quadrupole). Cada muestra fue pesada (precision 0,01 mg), colocada en un tubo de micro centrifuga
plastico vy, digerida en 4acido nitrico concentrado. La cantidad de 4cido a utilizar y el volumen del
digerido fueron proporcionales al peso de la muestra, procurando que las soluciones fueran de
similar composicion, para minimizar posibles efectos de la matriz sobre el andlisis instrumental. Las
digestiones fueron diluidas con DDIH,O, hasta obtener una concentracion de HNO; al 1%.
Estandares internos fueron agregados a todas las soluciones para compensar por la probable deriva
del instrumento. Los niveles de Mg, Mn y Ba fueron cuantificados usando el método de estandares
internos, mientras que para los niveles de Ca y Sr se utilizaron estandares de calibracién externos. Las
concentraciones finales del Mg, Mn, Ba y Sr fueron expresadas como concentraciones relativas

(mol-mol™) respecto al Ca.

Andilisis estadistico

La comparacién de las concentraciones isotopicas y elementales en otolitos, entre zonas de
pesca y regiones eco-geograficas, estuvieron basadas en versiones univariadas y multivariadas de
modelos lineales generalizados mixtos, GLMM (Searle 1987, Littel et al. 1996, Pinheiro & Bates
2000, Venables & Dichmont 2004). Bajo este esquema, la falta de independencia entre eventos de
muestreo y cohortes fue tratada como efectos aleatorios, dentro de cada modelo. Para los GLMM
univariados, se utilizé el paquete R “Ime4” (Bates et al. 2012 p. 4), mientras que pata los GLMM
multivariados el paquete R “MCMCglmm” (Hadfield 2010).

Las pruebas de hipétesis se basaron, principalmente, en pruebas de razén de verosimilitud
entre modelos anidados (Venables & Ripley 2002). De otro modo, se utilizé el criterio de
informacion de Akaike (Akaike 1973) para modelos univariados (AIC) y el criterio de informacion de
la devianza (DIC) para los modelos multivariados (Hadfield 2010). Los supuestos de normalidad
univariada y multivariada fueron evaluados graficamente comparando las distribuciones tedricas y
observadas de los residuales mediante diagramas quantil-quantil (Q-Q) (Venables & Ripley 2002).
Los supuestos de homocedasticidad fueron evaluados mediante el test de Levene (1960) para cada

variable respuesta utilizada. Las hipotesis nulas fueron rechazadas bajo un nivel de significancia (o)

de 0,05.
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Para el analisis del potencial de las concentraciones relativas de isdtopos estables y metales en
secciones nucleares otolitos para discriminar la procedencia de los adultos respecto de su zona de
pesca o ecorregion biogeografica, se utilizd analisis discriminante lineal (Klecka 1980) sobre las
variables previamente transformadas mediante un procedimiento de Box-Cox (Venables & Ripley

2002).

Para evaluar hipétesis alternativas sobre el nimero y contribucién de origenes natales (zonas
de crianza) a cada zona de pesca o ecorregion, se utilizé6 un enfoque de modelos de mezcla de
distribuciones finitas (Everitt & Hand 1981, Millar 1987, Smith & Campana 2010), ajustados por
maxima verosimilitud. En particular, se utiliz6 el procedimiento descrito por Niklitschek et al. (2014)
para mezclas de origen desconocido, el cual consiste en comparar, a través del Criterio de
Informacién de Akaike, AIC (Akaike 1973), la verosimilitud de modelos (hipdtesis) alternativos
respecto del nimero de origenes presentes en una o mas mezclas. En el caso del presente andlisis se
consideré un nimero variable de uno a cuatro origenes y un numero fijo de cuatro mezclas,
correspondientes a las cuatro regiones ecogeograficas en que se dividi6 el area de estudio. El modelo
ajustado sigui6 la forma general propuesta por Smith & Campana (2010),

A S
1@IX) = [ I] Pas - 9¢zal®)

a=1s=1
donde,

A, S: numero de ecoregiones y origenes, respectivamente

N
Das : Proporcién estimada de la contribucién del origen s a la ecoregion a

g(): funcién de densidad de probabilidad del correspondiente marcador ™ MVN( j,%)

X matriz de valores individuales observados para cada marcador m en la ecoregion a

Y. vector de parimetro (%)

Los wvalores iniciales de los vectores de medias (u) y matrices de covarianza (),
correspondientes a cada marcador (metales o is6topos) y cada uno de los 1-4 origenes hipotéticos,
fueron estimados a partir de los datos, previamente agrupados en un numero de conglomerados
equivalente al de la hipdtesis evaluada. Estos conglomerados fueron formados maximizando la
verosimilitud de los mismos, utilizando para ello un algoritmo EM (expectation-maximization),

implementado en el paquete R-mixture (Browne & McNicholas 2015). En el caso especifico del
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modelo de 4 origenes, se utiliz6 ademas valores iniciales derivados directamente de las medias y

covarianzas estimadas para cada una de las 4 ecoregiones.
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Resultados
Comparaciones univariadas

No se encontr6 evidencia de diferencias significativas en los valores de 8'°O determinados en
las secciones nucleares de otolitos de B. australis (Figura 20), ni entre zonas de pesca (p>0,1), ni
entre regiones ecogeograficas (p>0,05), con una media general de 0,63’/ +0,31(DS). Se encontré, en
cambio, diferencias significativas en los valores de 8"”C entre zonas de pesca y entre regiones
ecogeogrificas (Figura 20), con una media general de -6,75 /- + 1,19(DS). En cuanto a las zonas de
pesca, el 8"C fue leve, pero significativamente (p>0,05) mayor en la Zona Centro-Surt, -6,35 /- £
0,20 (EE), que en la Zona Sur (-6,67 /- * 0,17 (EE). Las diferencias entre ecoregiones biogeogréficas
fueron mas significativas (p<0,001), encontraindose valores mucho menores en los otolitos
procedentes de la ecoregion meso-magallanica, -7,52° /% 0,29 (EE), que en aquellos procedentes de
tres ecoregiones restantes, donde presentaron valores medios entre -6,81 y 6,08 (Figura 20).

Las concentraciones relativas de Ba:Ca, Mg:Ca, Mn:Ca y Sr:Ca en secciones nucleares de
otolitos de B. australis, por su parte, mostraron una muy alta variabilidad, sin evidencia de diferencias
significativas, ni entre zonas de pesca (Figura 21), ni entre ecoregiones biogeograficas (Figura 22).
Los promedios generales de las concentraciones relativas de estos metales alcanzaron a 5,46 £ 3,97
(DE) umol mol”, 0,46 * 0,71 (DE) mmol mol”, 14,4 + 16,9 (DE) pmol mol’ y 2,85 + 0,68 (DE)

mmol mol’, para Ba:Ca, Mg:Ca, Mn:Ca y Sr:Ca, respectivamente.
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Figura 20. Concentraciones relativas de 680 y 613C por zona de pesca y ecoregiones.
Realizadas en secciones nucleares de adultos de Brama australis segin zona de captura (panel superior) y segun
eco-regiones biogeograficas (panel inferior).
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Figura 21. Concentraciones relativas de Ba, Mg, Mn y Sr por zona de pesca.
Realizadas en secciones nucleares de otolitos adultos de Brama australis
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Figura 22. Concentraciones relativas de Ba, Mg, Mn y Sr por ecoregion.
Realizadas en secciones nucleares de otolitos adultos de Brama australis
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Comparaciones multivariadas

La distribucién bivatiada de las concentraciones relativas de is6topos estables (3"°C y 8"°O)
mostré una nube relativamente homogénea, con gran sobreposicion de las observaciones
procedentes de distintas zonas de pesca o regiones eco-geograficas (Figura 23). Sin perjuicio de ello,
fue posible observar algunos de los patrones evidenciados por el analisis univariado, particularmente,
la tendencia de la ecorregiéon meso-magallanica (EMM) a presentar menores valores de 8"°C que las
eco-regiones adyacentes. Se aprecian también mayores niveles de dispersion de los datos procedentes
de las eco-regiones nor-y sud-magallanicas que en las dos eco-regiones restantes.

El analisis multivariado (GLMM) mostré evidencia de que la agrupacion de las muestras por
zonas de pesca (AIC=614) y eco-regiones biogeograficas (AIC=610) condujo a modelos mas
informativos que el modelo nulo, donde todas las muestras fueron agrupadas en un Gnico conjunto
(AIC=617). Ninguna reagrupacion de las cuatro eco-regiones biogeograficas produjo algun modelo
mas informativo que el modelo de cuatro grupos, basado en la propuesta original de Spalding et al.
(2007).

El analisis de la distribucién multivariada de las concentraciones relativas de metales mostro
una heterogeneidad notablemente mayor que en el caso de los isétopos estables (Figura 24), con la
existencia de 2-3 agrupaciones de datos, pequefias en numero, pero relativamente discretas y
separadas de la nube principal. Sin embargo, ninguna de estas agrupaciones correspondio a alguna
zona de pesca o ecorregion en particular. Consecuentemente, el modelo nulo que agrupé todas las
observaciones en un dnico conjunto mostré ser mas informativo (AIC=738,2) que los modelos que

agruparon los datos observados por zona de pesca (AIC=742,6) y por ecorregion biogeografica

(AIC=739,5)
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Figura 24. Diagrama de componentes principales de las razones Ba:Ca, Sr:Ca, Mn:Ca y Mg:Ca

En cores de otolitos de B. australis por zona de captura y por eco-regiones biogeogrifica propuesta por
Spalding et al. (2007): ESP=ecorregién sud-peruana; ENM=ecorregion nor-magallanica; EMM=ecorregion
meso-magallanica; ESM=ecorregion sud-magallanica.
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Andilisis discriminante

Los modelos lineales construidos para evaluar el potencial discriminante de las
concentraciones relativas de isétopos estables y metales para identificar el origen de peces capturados
en las distintas zonas de pesca y eco-regiones biogeograficas presentaron errores similares de 42 y
44% respectivamente (Tablas 32 y 33). La combinacién de ambos tipos de marcadores en un
modelo discriminante Gnico, redujo el potencial discriminante, incrementando el error total a un 52%
(Tabla 34). Es importante sefialar que los errores de estos modelos discriminantes fueron
consistentemente menores en la ecorregion nor-magallanica, donde no llegaron a superar el 19%. En
contraste, los mayores errores (>70%) fueron encontrados en las eco-regiones meso y sud-

magallanicas, donde se cont con los menores tamafios muestrales.

Tabla 32. Matriz de confusion a partir de isétopos 3C y 180.

Matriz de confusion de los resultados del modelo discriminante lineal utilizado para asignar la procedencia de
Brama anstralis a partir de las concentraciones relativas de isétopos 13C y 180 en secciones nucleares de sus
otolitos. Resultados corresponden a método de validacion cruzada mediante la exclusion recursiva de cada
muestra evaluada.

., Clasificacion

Ecorregion

ESP ENM EMM ESM Error
Sud-peruana (ESP) 21 28 0 0 0,571
Nort-magallinica (ENM) 16 79 0 0 0,168
Meso-magallanica (EMM) 1 14 0 0 1,000
Sud-magallanica (ESM) 7 8 0 0 1,000
Total 45 129 0 0 0,425

Tabla 33. Matriz de confusion a partir de metales Ba, Mg, Mn y S.

Matriz de confusién de los resultados del modelo discriminante lineal utilizado para asignar la procedencia de
Brama australis a partir de las concentraciones elementales (relativas al Ca) de los metales Ba, Mg, Mn y Sr.
Resultados corresponden a método de validaciéon cruzada mediante la exclusién recursiva de cada muestra
evaluada.

., Clasificacion

Ecorregion

ESP ENM EMM ESM Error
Sud-peruana (ESP) 8 6 0 0 0,429
Nor-magallanica (ENM) 2 22 1 2 0,185
Meso-magallanica (EMM) 0 6 4 0 0,600
Sud-magallanica (ESM) 3 9 0 2 0,857
Total 13 43 5 4 0,446
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Tabla 34. Matriz de confusién basada en B3C y 80, y metales Ba, Mg, Mn y Sr.

Matriz de confusién de los resultados del modelo discriminante lineal utilizado para asignar la procedencia de
Brama australis a partit de las concentraciones relativas de los is6topos estables BC y 8O, y de las
concentraciones clementales (relativas al Ca) de los metales Ba, Mg, Mn y Str. Resultados corresponden a
método de validacién cruzada mediante la exclusién recursiva de cada muestra evaluada.

» Clasificacion

Ecorregion

ESP ENM EMM ESM Error
Sud-peruana (ESP) 5 7 1 0 0,615
Nor-magallinica (ENM) 2 25 3 0 0,167
Meso-magallanica (EMM) 0 10 4 1 0,733
Sud-magallanica (ESM) 1 12 1 1 0,933
Total 8 54 9 2 0,521

Andilisis de modelos de mezcla de distribuciones finitas

El contraste de hipotesis alternativas sobre el nimero de origenes (zonas de crianza) de la(s)
unidad(es) demografica(s) explotadas en la costa de Chile seleccion6 la hipétesis de un origen tnico,
como la mas informativa (menor AIC, Tabla 35), ya sea utilizando la concentracién relativa de
isétopos estables (n=174), como la de metales (n=066). El método de estimacién de los parametros
iniciales (andlisis de conglomerados mediante EM o promedio simple de las observaciones por regién
eco-geografica) no tuvo efecto sobre la verosimilitud de los modelos ajustados para la hipétesis de

cuatro origenes, ni para isétopos estables, ni para metales (Tabla 35).
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Tabla 35. Modelo de mezcla basada en 13C y 80, y metales Ba, Mg, Mn y Sr.

Analisis comparativo de modelos de mezcla de distribuciones finitas basados en la concentracion relativa de
los is6topos estables 12C y 180, y en la concentracion elemental de Ba, Mg, Mn y Sr (relativa a la concentracién
elemental de Ca). Se evaldan cuatro diferentes hipétesis respecto del nimero de origenes de Brama australis

presentes en las cuatro ecoregiones biogeograficas analizadas. EM=expectation-maximization; ZBG=zonas
biogeograficas (Spalding et al. 2007); AIC=Clriterio de Informacién de Akaike (1973).

Fuentes de informacion

N° Parimetros  8BCy 8180 (n=174) Ba:Ca, Mg:Ca, Mn:Ca, St:Ca (n=69)
origenes  iniciales Log-. N° parim.  AIC Log-. N° parim.  AIC
verosim. verosim.

1 EM -388 5 785 -313 14 654
2 EM -975 14 1.978 -716 32 1.496
3 EM -1.638 23 3.321 -1.153 50 2.407
4 EM -2.349 32 4.762 -1.613 68 3.361
4 ZBG -2.349 32 4.762 -1.613 68 3.361
Discusiéon

En el presente trabajo, se encontré alguna evidencia de diferencias significativas en la
concentracion relativa de °C en las secciones nucleares de otolitos de B. australis capturados en la
ecorregion meso-magallanica. Estas diferencias, se reflejaron también en el analisis conjunto (bi-
variado) de las concentraciones relativas de PC y O, el cual indic6 la existencia de diferencias
importantes entre las cuatro eco-regiones consideradas en el presente estudio. Lo anterior contrasto,
no obstante, con los restantes resultados univariados y multivariados que no evidenciaron diferencias
significativas en las concentraciones de O, Ba, Mg, Mn y/o St, ni entre zonas de pesca, ni entre
regiones eco-geograficas. Esta baja diferenciacién entre zonas, sumada a la alta, pero relativamente
homogénea, dispersion de los datos explicaria los bajos potenciales discriminantes encontrados en
todos los modelos, tanto en aquel basado en isétopos estables, como en aquellos basados en metales
y en la combinacién de ambos marcadores.

A pesar del bajo potencial discriminante mostrado, en general, por los marcadores
microquimicos e isotopicos utilizados, la ecorregion nor-magallanica (Canal de Chacao-Peninsula de
Taitao) mostré errores de clasificacion bajo el 20%, independientemente del tipo o combinacién de
marcadores empleado. Aunque este resultado podria responder, simplemente, a un mayor tamafio
muestral, podria ser también indicativo de una mayor identidad del area asociada a procesos
biolégicos poblacionales. Esta ecorregion concentra la mayor parte del esfuerzo y de las capturas

comerciales de B. australis durante el invierno (julio-septiembre), coincidiendo con el periodo de
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desove invernal de esta especie (Leal & Oyarzun 2003). Podria, por lo tanto, constituir o encontrarse
cercana a la principal area reproductiva de esta especie, cuyos huevos y larvas serfan retenidos o
desplazados en su mayoria hacia una zona comun de crianza, ain pendiente de localizar.

La homogeneidad de las mezclas de adultos (zonas de pesca o eco-regiones) no implica,
necesariamente, un origen comun ya que puede resultar de contribuciones equivalentes de multiples
origenes. Por ello, a diferencia del modelo lineal discriminante, el modelo de mezcla de distribuciones
finitas aqui empleado asume un origen desconocido para el conjunto de muestras, agrupandolas
inicialmente por similitud en sus marcadores y no por lugar de captura. Este procedimiento hubiera
permitido encontrar patrones indicativos de la existencia de distintos origenes, no necesariamente
vinculados a las zonas de captura (Niklitschek et al. 2014). Sin embargo, este no fue el caso, dando
mayor sustento a la existencia de un origen natal (area de crianza) comun para B. australis en el area
de estudio.

Dicho todo lo anterior, se debe reconocer la existencia de algunos ejemplares portadores de sefiales
quimicas muy atipicas, los cuales podrian reflejar la presencia de origenes secundarios cuya
contribucién a las mezclas estudiadas no llegd a ser informativa. No es posible, sin embargo,
descartar la posibilidad de que estos valores atipicos reflejaran errores de muestreo o analisis. Los
otolitos de la Familia Bramidae son pequefios y complejos estructuralmente, teniendo un
pronunciado sulcus que divide la seccién nuclear en dos mitades. Estas caracteristicas dificultan el
proceso de obtenciéon de prismas nucleares, el cual podria haber conducido, en algunos casos, a
muestras muy pequefias (cercanas al limite de deteccion) o, en otros, a contaminacién con material
depositado en edades posteriores a los primeros meses de vida.

Aun cuando no es posible descartar la existencia de zonas de crianza secundarias dentro del area de
estudio, o la contribucién, también secundaria, desde poblaciones o unidades demograficas ubicadas
fuera del area de estudio, los datos obtenidos en el presente trabajo sustentan fuertemente la
existencia de un origen natal comun de B. australis en el area de estudio, seguido de un importante
proceso de dispersion latitudinal, que alcanza desde el Golfo de Arauco hasta el Cabo de Hornos.
Permanece pendiente, ampliar nuestro conocimiento sobre la fidelidad de B. australis a sus sitios de
alimentacion y la identificacion de contingentes migratorios y vagabundos. Aunque estos
conocimientos son, primariamente, de interés cientifico, podrian cobrar relevancia en términos de

medidas de manejo espacialmente explicitas, incluida la asignacion entre grupos de interés.
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Finalmente, las concentraciones relativas de 180 observadas en las secciones nucleares de los
otolitos de los ejemplares analizados fueron sustancialmente menores que los valores observados en
especies costeras, tales como merluza de cola (Niklitschek et al. 2014), sardina austral (Niklitschek et
al. 2012), merluza de tres aletas (Niklitschek et al. 2010) y bacalao de profundidad (Niklitschek and
Toledo 2011). Estos menores valores de 8 180, sugieren que reineta utiliza areas de crianza
sustancialmente mas calidas que las especies costeras cuyas areas de crianza se sitian al sur del Golfo
de Arauco. Utilizando modelos predictivos generales (Kim and O’Neil 1997, Niklitschek et al. 2014),
es posible especular que la principal zona de crianza de reineta podria encontrarse en un rango de

temperatura entre 14 y 18°C.

Conclusiones

* Nouestros resultados sustentan la hipétesis de un origen natal (zona de crianza) comun para el

stock de B. australis explotado al sur de paralelo 37,5°S, frente a la costa chilena.

* Nuestros resultados sustentan también la hipdtesis de localizaciéon del area principal de

desove en la ecorregion nor-magallanica.

* Dada la existencia de una zona de crianza comun, es posible proponer la existencia de una

unica unidad demografica y, por ende, de una tnica unidad evolutiva.

* La existencia de algunos valores atipicos hace recomendable evaluar, en el futuro, la posible
existencia de otras unidades demograficas, cuyos centroides espaciales se ubicarfan fuera del

area de estudio.
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3.4.3 Marcadores biolégicos: Morfometria Corporal

Claudio Carrasco

Universidad de Concepcion

Antecedentes

El analisis morfométrico del cuerpo ha sido uno de los métodos mas utilizados para la
diferenciaciéon de unidades de stocks pesqueros (e.g. Taylor & McPhail 1985, Melvin et al. 1992,
Cortés et al. 1996, Hurlbut & Clay 1998, Turan 2004). El estudio de los caracteres morfométricos,
ademas de ser una de las primeras técnicas en ser usadas para este proposito, ha estado sujeta a
numerosos mejoramientos en los aflos recientes, debido al desarrollo de nuevos métodos y
herramientas para registrar, describir y analizar las formas en los peces (Rohlf 1990, Marcus et al.

1996, Cadrin & Friedland 1999).

La forma del cuerpo de un pez es definida a partir de la interaccion entre factores ambientales
y genéticos (Barlow 1961, Swain & Foote 1999), especialmente aquellos que ocurren ligados a
estados tempranos de desarrollo. Por lo tanto, la forma corporal representa una expresion fenotipica,
pero influenciada por variaciones ambientales. Las variaciones morfométricas con el crecimiento,
pueden cambiar entre diferentes localidades, y éstas pueden ser utilizadas para la discriminacion de
unidades de stocks (Cadrin & Friedland 1999). De hecho, con este propésito, los caracteres
fenotipicos pueden ser mas utilizables que incluso aquellos puramente genéticos (Casselman et al.
1981, Lear & Wells 1984, Kinsey et al. 1994, Swain & Foote 1999). Esto, debido a que un bajo o
débil flujo génico puede interferir en la deteccion de diferencias genéticas significativas. Si bien las
diferencias morfométricas entre localidades pueden indicar una fuente de separacién poblacional, o la
existencia de diferentes unidades de stocks, estas diferencias pueden ser también causadas por la
influencia del ambiente y de existir una alta mezcla de individuos de diferentes localidades, las

diferencias serfan entonces indetectables (Murta et al. 2008).
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La reineta (Brama australis) es una especie mesopelagica de extensa distribucion. Oyarzin
(2001) indica que la reineta se encontrarfa presente entre Coquimbo (29°S) y el extremo sur-austral
mientras que antecedentes recientes reportados por San Martin et al. (2011) sugieren una amplia
distribucién de la especie en la costa de Chile entre los 27° S y los 57° §, incluyendo algunas zonas de
aguas interiores del extremo sur de Chile, por otra parte, considerando informacién del NIWA
(www.nabis.govt.nz) y de Pavlov (1991), se sugiere una distribucién que atraviesa el Océano Pacifico
(65° W 185° W), encontrandose presente desde el sector oriental de Nueva Zelandia entre 42°53° Sy
53°28,2°S.

Al considerar la alta heterogeneidad espacial que impone la geograffa donde la reineta se
distribuye, y considerando la probabilidad de que esta especie esté estructurada en mas de una
subpoblacion, se plantea que las diferencias basada en la forma del cuerpo podrian determinar la

existencia de mas de una subpoblacién de la especie.

Metodologia
Obtencion de muestras

Se analiz6 un total de 285 individuos, los que fueron recolectados en las 3 zonas definidas en la
propuesta (Tabla 37). Los ejemplares utilizados presentan una longitud de horquilla (LH)=37 cm,

talla a cual se asume que el crecimiento comienza a estabilizarse.

Tabla 36. Muestras obtenidas para el analisis de morfometria corporal.

Zona n° LH maxima (cm) LH minima (cm) LH prom. (cm) D. Estdr. Varianza
Centro-sur 100 52 38 46,730 3,103 9,628
Calbuco 99 58 37 40,192 4,125 17,014
Austral 86 52 37 41,424 3,545 12,568

Total general 285 58 37 42,858 4,623 21,368
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Mediciones

La determinacion de las medidas corporales se realizé por medio de fotografias digitales de los peces
colectados, previo establecimiento de marcas o hitos de referencia en una red de puntos a marcar.
Para tal procedimiento se utiliz6 una camara digital Canon SX210IS de 14 megapixeles y un tripode

con la finalidad de evitar cambios en la distancia entre la cimara y los individuos a fotografiar.

Cada individuo fue montado en una superficie de Poliestireno (PE) blanca, la cual fue previamente
socavada para garantizar que el ejemplar se posicione adecuadamente sobre la superficie de forma
horizontal. Para efectos de estandarizar el proceso de medicion, cada ejemplar se ubicé en la plantilla
de PE descansando sobre su costado derecho y con orientacién de su cabeza hacia la izquierda. Para
cada fotografia se utilizé un pie de metro digital (+ 0,01 mm) como reglilla de referencia para calibrar

la fotografia y para la obtencion de posteriores mediciones en ella (Figura 25).

Las fotografias obtenidas en formato JPEG fueron analizadas con un software de post-
procesamiento de imagenes, Image ] (Abramoff et al. 2004), programa multiplataforma de uso libre,

utilizando la modalidad de medicién manual.

Se realiz6 un andlisis de morfometria geométrica para lo cual se utilizé la metodologia empleada por
Bookstein (1991). La forma de cada individuo se obtuvo registrando de manera digital las
coordenadas bidimensionales de 10 puntos morfométricos (landmarks) prominentes desde el punto
de vista morfolégico (Tabla 37), posteriormente se aplico un Analisis General de Procrustes (AGP)
para eliminar el efecto de la variacion morfologica derivada de la talla, posicion u orientacién de los
ejemplares. Los Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis de Variable Canénica (AVC)
y Analisis de Funciéon de Discriminante (AFD) se realizaron mediante la utilizacién del software

Morpho] (Klingerberg 2010) programa multiplataforma de uso libre.
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Figura 25. Imagen reineta, Brama australis

Tabla 37. Distancias propuestas a medir por morfometria geométrica.
Modificado de (Galleguillos et al. 2012)

Landmarks L Punto de Hocico supetior
L Punto final de la cabeza
L3 Punto de inicio de la aleta dorsal
L4 Punto de termino de alta dorsal de la aleta caudal (superior)
Ls Punto de la aleta caudal (supetior)
Le Punto de la aleta caudal (inferior)
L7 Punto de termino de aleta anal
Ls Punto de inicio de la aleta anal
Lo Punto de inicio de la aleta pélvica
Lio Punto de inicio aleta pectoral

El analisis exploratorio mediante un analisis de componentes principales (ACP) sobre una matriz de
correlacion, se utiliza para establecer si existe un patrén de variacion morfolégica entre las zonas e
identificar las medidas que determinan la formacién de estos grupos dentro del espacio multivariado
(Crisci & Lopez-Armengol 1983). E1 AVC, es un método de analisis multivariante, cuyo objetivo es
determinar las relaciones entre dos o mas grupos, ademas de ser una herramienta descriptiva de los
grupos a prior/ y mutuamente excluyentes. Al aplicar este método es posible obtener la distancia de

Mahalanobis y de Procrustes, la primera es un distancia que determina la similitud entre variables
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aleatorias, y tiene en cuenta las correlaciones entre las variables utilizando sélo la informacién de
cada variable no redundante, mientras que la segunda se define como la raiz cuadrada de las sumas al
cuadrado de las distancias entre dos configuraciones de landmarks centradas, escaladas y rotadas, ésta

ecuacion genera una forma consenso que representa a todos los individuos de la poblacion.

Por ultimo el AFD es la técnica de estadistica multivariada, en la que la variable dependiente es
categorica y las categorfas son los grupos (zonas) previamente asignados a los ejemplares; las
variables independientes son continuas y determinan a qué zona pertenecen los organismos. Tiene
como objeto identificar la pertenencia de los individuos a una zona, en funcién de un conjunto de
variables medidas. Para todos los analisis estadisticos realizados se utilizé el software R (R

Development Core Team 2010).

Resultados
Morfometria geométrica (zonas oferta técnica)

Mediante el AGP se realizo la transformacion y correccion los datos originales, para eliminar el
efecto alométrico en los analisis, (Figura 26), se observa cada uno de los puntos bidimensionales de
los 10 landmark seleccionados para cada uno de los 285 ejemplares. El analisis de Procrustes elimina
cualquier variacion de los datos generada por la talla, posicién y/u orientacién de los individuos, se

observa alta variabilidad en cada uno de los landmark.
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Figura 26. Analisis general de Procrustes
Realizado para eliminar el efecto alométrico por talla, posicion y/u orientacion de los individuos

El ACP, mostré que la varianza explicada por el PC1 fue de 35,10%, mientras que la varianza
explicada por el PC2 fue 15,79% (Figura 27A). Se seleccionaron los PC1 y PC2 considerando que se
trabajé sobre la base de mediciones corregidas por alometria y que entre los dos componentes
explican un 50,90% de la varianza acumulada para los 10 landmark analizados, sin embargo no se

observa una diferenciacion clara de los individuos segun su forma (Figura 27B y 27C).
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Figura 27. Analisis de Componentes Principales (ACP)
Para las variables utilizadas en la metodologia de morfometria geométrica.

Por otra parte el AVC muestra en el CV1 (Figura. 28A), de color gris la forma pura, esto quiere

decir que es la forma consenso de todos los ejemplares y la negra es la forma variable, es la forma en
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que en promedio varfa. La posicion de los landmarks y su respectivo numero indicador se muestran
en la Figura 28B, la que nos indica en que partes de los puntos anatémicos existe mayor variacion,
se observa que los landmarks con mayor variacion son el 2 y 8, punto que indica el final de la cabeza
y punto que indica el inicio de la aleta anal, respectivamente. Al analizar los CV1 y CV2 (Figura.
28C) se puede observar tres agrupaciones distribuidos sobre los eje, tanto en la parte positiva como

negativa, y agrupados por zona en elipses de 95% de confianza.

En el eje horizontal (CV1) desde el cero hacia el extremo negativo del eje tienden a agruparse los
ejemplares de la zona Centro-sur, mientras que hacia el extremo positivo tienden a concentrarse los
ejemplares de Calbuco, los ejemplares de la zona Austral se distribuyen de manera homogénea sobre
el eje horizontal, sin embargo tienden hacia el extremo negativo del eje vertical (CV2), visualmente el
AVC (CV1 v/s CV2) no permite observar una separacioén absoluta de los ejemplares al utilizar la
zona como criterio de clasificacion, por el contrario, se puede observar que hay una sobreposicion

entre ejemplares de las 3 zonas.

Al analizar los resultados de distancia de Procrustes y Mahalanobis entre las zonas se observan

diferencias estadisticamente significativas (p<<0,0001) para todas las comparaciones.

La distancia de Procustes nos muestra la relacion que tienen los puntos anatomicos, de los
ejemplares de las 3 zonas. La menor distancia se produce entre los ejemplares de las zonas Calbuco y
Austral (0,0185), mientras que la mayor distancia ocurre entre los ejemplares de las zonas Calbuco y
Centro-Sur (0,0364), situacion que se repite al comparar la distancia de Mahalanobis entre zonas, la
menor distancia entre Calbuco y Austral (15,94) y mayor distancia entre Calbuco y Centro-Sur
(22,32), sin embargo, la diferencia entre distancias para las distintas zonas en ambos analisis es

relativamente baja (Tabla 38).

Respecto a los resultados del AFD podemos observar que, si bien existe diferencia estadisticamente
significativa al utilizar la zona como criterio de clasificacién de los ejemplares (ACV), las diferencias
morfométricas entre zonas, visualmente, no son muy apreciables (Figura 29A, 29B y 29C),
observandose deformaciones leves de los individuos entre zonas en referencia a la configuracion

promedio, las mayores diferencia se observan en los landmark 2, 8 y 9.
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Figura 28. Analisis de Variable Canénica (AVC).
Para las variables utilizadas en la metodologia de morfometria geométrica (elipse representa intervalo de 95%
de confianza).
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Tabla 38. Resultados numéricos del Analisis de Variacién Candnica (AVC) donde se puede obtener
también la distancia de Mahalanobis y de Procrustes.

Criterio de clasificaciéon: Zona

Observaciones

Zona n° ejemplares
Centro-Sur 100

Calbuco 99

Austral 86

Variacién entre los grupos

Eigenvalores Varianza % Acumulativa %

102,659 75,617 75,617

0,331 24,383 100

Distancia de Mahalanobis entte grupos
Austral Calbuco

Calbuco 15,229

Centro-Sur 19,874 23,656

Valores de P en las pruebas de permutacién (10000 permutaciones) para las distancias de Mahalanobis
Austral Calbuco

Calbuco <,0001

Centro-Sur <,0001 <,0001

Distancia de Procrustes entre grupos
Austral Calbuco

Calbuco 0,018

Centro-Sur 0,028 0,036

Valores de P en las pruebas de permutacion (10000 permutaciones) para las distancias entre Procrustes
Austral Calbuco

Calbuco <,0001

Centro-Sur <,0001 <,0001




A)
Calbuco -- Centro-Sur
B)
Austral -- Centro-Sur
9

Austral -- Calbuco

Figura 29. Grafico de alambre de Analisis de Funciéon Discriminante (AFD).
Para las variables utilizadas en la metodologia de morfometria geométrica, comparando las 3 zonas.
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Morfometria geométrica (zonas sobreoferta)

Se presentan los resultados de una sobreoferta que considera modificar la zonificaciéon propuesta, la
que obedece a criterios mas bien de ordenamiento territorial y administrativo de los recursos
pesqueros, por una zonificacién que considera ecoregiones marinas en base a criterios,
principalmente, de biodiversidad de especies propuesto por Spalding et al (2007). En este caso se
consideran reclasificar a los ejemplares en 5 zonas, a saber; Sur Peruana, Nor Patagonica, Patagonica

Central, Sur Patagonica y Austral.

Los resultados de los analisis AGP, y ACP realizados son exactamente los mismo reportados
anteriormente ya que a este nivel la clasificacion por zonas no tiene ningun efecto, solo se elimina el
efecto alométrico, tamafio y orientacion de los ejemplares y se observa los landmark que aportan de

mayor manera en explicar la varianza observada.

El AVC muestra en el CV1 (Figura. 30A), de color gris la forma pura (consenso de todas los
ejemplares) y la negra, que es la forma variable (forma en que en promedio varia la posicién de los
landmarks), esto adn sin considerar la zona como clasificador, por ende los resultados y
reconstruccion de las formas son las mismas que las informadas para el analisis con 3 zonas. Ahora
analizar la distribucién de los puntos (coordenadas xy) de cada ejemplara para los CV1 y CV2
(Figura. 30C) se puede observar que si bien existe un alto grado de mezcla, los ejemplares
categorizados como provenientes de la zona Sur Peruana tienden a concentrarse en el extremo
negativo del eje horizontal, diferenciandose de manera mas clara respecto a los ejemplares de las 4

zonas restantes, sin embargo la sobreposicion entre zonas es importante.

Al analizar los resultados de distancia de Procrustes y Mahalanobis entre las zonas se observan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) para todas las comparaciones de los ejemplares
de la zona Sur Peruana, NorPatagénica — Patagénica Central y Nor Patagonica — Sur Patagonica, por
otra parte, los ejemplares de la zona Austral presentan diferencias estadisticamente significativas solo

al ser comparadas con los ejemplares de la zona Sur Peruana (Tabla 39).

Respecto a los resultados del AFD podemos observar que, si bien existe diferencia estadisticamente
significativa al utilizar la zona como criterio de clasificaciéon (ACV), entre los ejemplares de la zona
Sur Peruana respecto a las 4 zonas restantes, principalmente, las diferencias morfométricas entre

zonas, a nivel visual, no son muy apreciables (Figura 31), observandose deformaciones leves de los
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individuos entre dichas zonas en referencia a la configuracion promedio, principalmente, en los
landmark 2, 8 y 9, punto final de la cabeza, punto de inicio de la aleta anal y punto de inicio de la

aleta pélvica, respectivamente.
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Figura 30. Analisis de Variable Canénica (AVC)
Para las variables utilizadas en la metodologia de morfometria geométrica (elipse representa intervalo de 95%
de confianza).
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Tabla 39. Resultados numéricos del Analisis de Variacién Canénica (AVC) donde se puede obtener
también la distancia de Mahalanobis y de Procrustes

Criterio de clasificacién: Zona
Observaciones
Zona n° ejemplares
Sur-Peruana (SP) 111
Nor-Patagonica (NP) 61
Patagénica -Central (PC) 72
Sur-Patagdnica (SPat) 26
Austral (A) 15
Variacion entre los grupos
Eigenvalores Varianza % Acumulativa %
14,543 67,492 67,492
0,447 20,752 88,244
0,179 8,332 96,576
0,073 3,424 100
Distancia de Mahalanobis entre grupos
SP NP PC SPat
NP 27,417
PC 25,439 18,498
SPat 29,090 21,003 16,071
A 24,801 14,792 19,702 20,371
Valores de P en las pruebas de permutacion para las distancias de Mahalanobis
SP NP PC SPat
NP <,0001
PC <,0001 <,0001
SPat <,0001 <,0001 0,0002
A <,0001 0,0284 0,0001  0,0063
Distancia de Procrustes entre grupos
SP NP PC SPat
NP 0,042
PC 0,039 0,017
SPat 0,036 0,017 0,013
A 0,033 0,014 0,019 0,014
Valores de P en las pruebas de permutacion para las distancias entre Procrustes
SP NP PC SPat
NP <,0001
PC <,0001 <,0001
SPat <.0001 0,0030 0,0939
A 0,0004 0,1101 0,0199 0,4545
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Figura 31. Grafico de alambre de Analisis de Funcién Discriminante (AFD).
Para las variables utilizadas en la metodologia de morfomettia geométrica, comparando 5 zonas.
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Discusion y conclusion

La morfometria geométrica es una herramienta matematica con fundamentos biolégicos, que ha
demostrado ser muy efectiva para descomponer la variacién que resulta fundamentalmente de la
fisiologfa de los individuos y de la escala en que fueron hechas las mediciones (variacion del tamafo),
de aquellas mas estables, propias de la poblaciéon producto probablemente del componente genético

(variacion de conformacion) (Dujardin 2008).

Los resultados presentados a partir del AGP y ACP indican alta variabilidad entre los ejemplares
colectados y atribuyen esa variabilidad, principalmente, a los landmark 2, 8 y 9, punto final de la

cabeza, punto de inicio de la aleta anal y punto de inicio de la aleta pélvica, respectivamente.

Los resultados de los AVC y AFD utilizando como variable de clasificacion la zona de colecta (para 3
zonas) indican que existe diferencia significativa entre las zonas, principalmente en los landmark
antes indicados, siendo mayor entre las zonas Centro-Sur y Calbuco. Segin Mufioz et al. (1995) la
dieta de Brama anstralis es muy similar a la de especies congenéricas y es posible que el alto consumo
de eufausidos por esta especie se deba a la gran abundancia de estos crustaceos frente a la costa
chilena, esto sumado a que en la costa central de Chile (35°- 40°S, zona Centro-Sur del proyecto), los
eventos de surgencia en septiembre se caracterizan por ser moderados (Arcos et al. 1996), generando
alta productividad y disponibilidad de alimento, podria dar respuesta a las diferencias encontradas
entre zonas, principalmente en los landmark 8 y 9, ya que al ser la reineta un pez de cuerpo alto y
bien comprimido, cualquier aumento en peso se podria traducir en un aumento en altura de los
ejemplares. Situacién que puede ser aplicable a las diferencias estadisticamente significativas
encontradas al analizar los ejemplares ahora categorizados en zonas segun metodologia propuesta

por Spalding et al. (2007) entre la zona Sur Peruana y las 4 zonas restantes.

La falta de diferencia estadisticamente significativa, al comparar el resto de las zonas se puede deber

4

1) Reducido nimero de muestras analizadas, principalmente, en la zona Sur Patagénica y
Austral (n°= 26 y 15, respectivamente) lo que favorecerfa la poca diferenciacion de estos

grupos respecto a total de los ejemplares analizados.
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2) Al ser la reineta una especie altamente migratoria, la metodologia de clasificaciéon por
ecoregiones espacialmente mds pequefias y principalmente definidas segin criterios de
homogeneidad en diversidad de especies y agentes biogeograficos forzantes y dominantes,
que las zonas propuestas inicialmente, no logra contener o dar cuenta de la alta variabilidad
morfométrica que presenta Brama australis para habitar exitosamente en tan amplia area de

distribucion.

La utilizacién de técnicas de morfometria geometria, indica alto grado de variabilidad en los hitos
utilizados y solo da cuenta de diferencias estadisticamente significativas en la conformaciéon (forma)
de los ejemplares, entre todas las zonas, al utilizar la clasificacién propuesta inicialmente (zona 1:

Centro-Sur, zona 2: Calbuco y zona 3: Austral).
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3.4.4 Marcadores biolégicos: Analisis patrones de historia de vida

Milton Jair Pedraza Garcia

Universidad de Concepcion

Antecedentes

El concepto de stock se ha utilizado en varios contextos, teniendo en cuenta componentes genéticos,
ecologicos y/o de manejo pesquero propiamente tal (MacLean & Evans 1981), y en relacién con esto
se han planteado varias acepciones. Por ejemplo, Thssen et al. (1981) definen stock como un grupo
intraespecifico de individuos que pueden entrecruzarse en forma aleatoria y que mantienen una
integridad espacial o temporal. Por otro lado, Spanakis et al. (1989) consideran criterios de "stock
puro o discreto” y “stock dindmico o ecoldgico”; la idea de un "stock puro o discreto" estd basada en
poblaciones conespecificas que han evolucionado independientemente y que pueden llegar a un
cierto grado de diferenciaciéon genética; en tanto, un “stock dinamico o ecoldgico” opera a una escala
temporal mucho menor que la anterior e implica la persistencia de patrones espaciales y temporales
de distribucién de la abundancia a una escala ecoldgica, sin que necesariamente exista diferenciacion
genética entre las unidades.

De acuerdo con estas definiciones, un stock puede exhibir diferencias en unos o mas parametros de
historia de la vida, comparado con otros stocks de la misma especie. En este sentido, parametros de
historia de vida de una poblacién, tales como: crecimiento, supervivencia, reclutamiento,
reproduccioén, distribucién, y abundancia, son consecuencia directa del modo de historia de vida en
que los stocks de peces han evolucionado (Begg et al. 1999). Otros rasgos de la historia de vida como
la estructura de tamafios, madurez y fecundidad expresan la interaccion entre la base genética y la
influencia ambiental, y provee de evidencia para la estructura de stock (Begg 2005). Por ende y
debido a la facilidad relativa de determinar tanto parametros de historia de la vida como diferencias
en tasas vitales, éstas han sido utilizadas para identificar unidades de manejo separadas asumiendo

que la variacion fenotipica se debe a controles genotipicos y ambientales (Begg et al. 1999).
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Metodologia de trabajo
Con el objeto de identificar posibles unidades poblacionales de reineta sobre el litoral de la costa
Chilena, se estudié un conjunto de parametros de historia de vida tal que permita contribuir a la
definicién de unidades poblacionales discretas. La informacién biolégica que se analizé dice relacion
con: i) La distribucién de la abundancia, ii) la estructura de tamafios/edades, iii) la tasa de
crecimiento, relacion longitud-peso, factor de condicién, iv) indices reproductivos (la talla media de
madurez, estados de madurez sexual, valores de IGS) que estén disponibles por localidades en el 4rea
de distribucion del recurso.
La distribucién espacial y temporal de la abundancia (indices de abundancia relativa), asi como la
estructura de tamafios, pueden proveer evidencia de areas de desove, y conectividad del ciclo de
vida. La tasa de crecimiento puede proveer evidencia de diferencias en las tasas de crecimiento,
mientras que la relacion longitud-peso y factor de condicién, la tasa de mortalidad total y la talla
media de madurez pueden constituirse en evidencia de la presencia de sub-poblaciones dentro de
aproximaciones holistas utilizadas para la identificacioén de la estructura poblacional.
La informacion requerida para el analisis de parametros de historia de vida del recurso reineta, fue
obtenida de la revision exhaustiva de diversas fuentes a nivel nacional como: i) Informes técnicos y
Base de Datos de los programas de seguimiento de las principales pesquerfas nacionales,
desarrollado por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), con énfasis en pesquerfas demersales de
la zona centro-sur y sur austral (PDA) de Chile; ii) Informes finales y Base de Datos de cruceros de
evaluacion directa orientados a merluza comuin, merluza austral y merluza de cola; iii) Informes
técnicos y Base de Datos de organizaciones/consultoras/fundaciones ligadas al fomento pesquero;
y iv) informacién contenida en articulos publicados en revistas de corriente principal, memorias de
tesis y trabajos de grado de universidades relacionadas con ciencias del mar.

a) Patrones de distribucion de la abundancia
Los indices de abundancia y/o biomasa poblacional constituyen una variable de estado, no
observable directamente. En este contexto, indices de abundancia relativa podrian ser utilizados para
conocer el nivel de la abundancia. El nivel promedio, valor minimo y maximo, en una ventana de
tiempo y en un area establecida puede ser identificada como patrones de referencia validos.
La informacién de indices de abundancia fue analizada en términos de patrones latitudinales que

permitieron determinar los siguientes indicadores:
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i) Indices de distribucién latitudinal de la abundancia; focos de densidad de captura y rendimiento de
pesca (CPUE).

ii) Resumen de patrones de cambios espaciales.

Para los propésitos de este estudio, la densidad del recurso se establecié como: a) El nimero de
lances con captura de reineta, b) la proporcioén de captura de reineta sobre captura total por lance y ¢)
un indicador de rendimiento (CPUE). Se aplicaron modelos GAM para detectar el patrén latitudinal
de la abundancia. En todos los analisis se usé el programa ‘mgev’ de Wood (20006), disponible para el

programa R (R Development Core Team 2010).

b) Talla y Peso Medio
Los datos fueron comparados zonas/4areas, meses, y rangos de tamafios utilizando Modelos Aditivos
Generalizados (GAM). Se utilizé el programa ‘mgev’ de Wood (2000, 2003) para el lenguaje y
software R v. 3.2.1 (Thaka and Gentleman, 1996; http://www.t-project.org). El programa “mgcv”
tiene la flexibilidad suficiente como para permitir el utilizar factores fijos como las zonas/areas,
clases de tamafio, y variables contintas (tiempo en meses). Asimismo, implementa una seleccion
automatica de los parametros de suavizamiento de las variables continuas (penaliza regresion splines)

a través de validacion cruzada general (GCV, Wood & Augustin, 2002).

c) Relacion Longitud — Peso (RLP)
La relacién longitud-peso (RLP) a través sus parametros permite evaluar la isometria del crecimiento
y su relacion con el factor de condicion. Mas que un indicador, la RLP constituye una relacién
operacional utilizada generalmente para el calculo de indicadores basados en unidades de peso (p.e.
peso promedio, biomasa). Se analiz6 bases de datos (longitud total (cm) y peso total (g)), a través de
Modelos Mixtos No-lineales, con el objetivo de determinar la existencia de diferencias significativas

en los parametros de la relacion longitud-peso entre zonas/areas (Lai & Helser 2004).

d) Tasas de Crecimiento
La informacién con respecto a los parametros de crecimiento de esta especie, fue obtenida mediante
un analisis de distribucion de frecuencia de tallas en las dreas/zonas previamente determinadas en los
analisis de patrones de abundancia. Se utilizé el programa computacional MIX (McDonald y Green,

1988) de manera equivalente a Cubillos et al. 2001, para modelar las distribuciones de tallas.
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El nimero de cohortes fue determinado por inspecciéon visual del histograma de frecuencia,
mediante la librerfa “mixdist” (http://icarus.math.mcmaster.ca/peter/mix/mix.html, Du Juan 2002)
disponible para el software R versién 2.01 y superiores. Usando el método implementado en Roa
(1993) y Roa & Ernst (1996), se clasificaron las cohortes dentro de clases de edad relativa, luego
sobre de la talla media de las cohortes identificadas y la edad relativa asignada a cada cohorte, se
estimo6 los parametros de la funcién de crecimiento de von Bertalanffy (FCVB), la cual fue ajustada

usando minimos cuadrados no lineales en R-projet usando librery (nls).

e) Indicadores Reproductivos
Indice Gondosomatico (IGS) permite inferir la actividad reproductiva de los individuos que
componen una poblacién (De Vlaming et al. 1982); valores minimos indican generalmente reposo
reproductivo y maximos indican periodo reproductivo. Sus valores fluctian estacional e
interanualmente, y permite identificar la estacion reproductiva. Por su parte, la informacion referida a
la identificacion temporal de Estados de Madurez Sexual, permite corroborar la existencia tanto de
zonas de reproduccion como el periodo reproductivo. Se analiz6 mediante Modelos Aditivos
Generalizados (GAM), la informacién existente/disponible de indices reproductivos tanto a nivel
temporal como espacial, permitiendo determinar diferencias significativas en el proceso

reproductivo.

Resultados

Desembarque

El anélisis de la informacion oficial del desembarque de reineta, para el periodo 1994 a 2013 (Fuente:
Servicio Nacional de Pesca), sugiere un aumento sostenido de la captura de este recurso, con una
captura histérica registrada en el afio 2012 de 28.800 t; la escala mensual sugiere una temporada de

pesca centrada entre primavera — verano de cada afio (octubre — marzo) (Figura 32).
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Figura 32. A. Desembarque total de reineta para el periodo 1994 — 2015 (Junio). B. Escala temporal
del desembarque para el periodo 1994 — 2012.
(Fuente: Sernapesca 2012).

A nivel regional, se aprecia un cambio en la importancia regional del desembarque, donde las
capturas entre 1994 y 2001 fueron concentrada en la V Regiéon con menor importancia de la VIII
Region, a partir del ano 2002 hasta el presente la VIII Region alcanza la mayor importancia en los
desembarques nacionales de reineta con mas de 16 mil toneladas reportadas en el afio 2012;
destacando que en los dltimos afios la X Region presenta un aumento sostenido de las captura
llegando a un desembarque cercano a las 32 mil toneladas reportadas en el afio 2014. En la Figura

33, se presenta los desembarques de reineta a nivel regional para el periodo 1994 a 2014.
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Figura 33. Desembarque total de reineta a nivel regional para el periodo 1994 — 2014.
(Fuente: Sernapesca 2012).

La informacion total del desembarque analizada por faena de pesca para el sector artesanal, refleja
una mayor frecuencia de faenas de pesca con un promedio menor a las 2 toneladas capturadas, con
esporadicas faenas que superan un promedio de las 6 toneladas; confirmandose la temporalidad de

las mayores capturas y rendimiento de pesca entre primavera y verano (Figura 34).
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Figura 34. Analisis de temporalidad de las capturas y rendimiento de pesca.
Faenas del sector artesanal.
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Patrones de Distribucion de la Abundancia

La informacién analizada correspondié a la registrada en los proyectos de seguimiento de las
pesquerfas demersales tanto de la zona centro-sur como sur austral de Chile. Adicionalmente, se
incorporé la informacion independiente de la pesquerfa la cual es proveniente de los cruceros de
evaluacién para los recursos merluza comin, merluza austral y merluza de cola. La informacién
comprende una serie historica para el periodo 1997 a 2012. En la Tabla 40, se describe la fuente de

informacién “nombre de proyecto” de donde deriva la base de datos analizada.

Tabla 40. Identificacién de proyectos de investigacion fuente de la base de datos analizada. Periodo
1997- 2012.

Afo Nombres de Proyectos

1999 FIP 99-04 Evaluacién acustica del recurso metluza comun en la zona centro-sut,
1999
FIP 99-04 Evaluacion directa de metluza de cola en la zona centro-sur, 1999

2000 FIP 2000-04 Evaluacién acustica de metluza comun en la zona centro-sut, afio
2000
FIP 2000-14 Evaluacién acustica del stock desovante de merluza del sur en aguas
exteriores
FIP 2000-15 Evaluacién de merluza de cola y merluza de tres aletas

2001 FIP 2001-18 Evaluacién hidroacustica de metluza comun, 2001
FIP 2001-19 Evaluacién hidroacustica de merluza del sur y merluza de cola, 2001
FIP 2001-20 Evaluacién hidroacustica de metluza de tres aletas, 2001
FIP 2001-21 Evaluacién del reclutamiento de merluza de cola, afio 2001.

2002 FIP 2002-03 Evaluacién hidroacustica de metluza comun, afio 2002
FIP 2002-07 Programa de evaluacién hidroacustica temporal de merluza del sur
en aguas interiores de la X y XI Regiones, afio 2002
FIP 2002-19 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza del sur y
metluza de cola en la zona sur austral, ano 2002
FIP 2002-20 Evaluaciéon hidroactstica del stock desovante de merluza de tres
aletas en su unidad de pesqueria, afio 2002

2003 FIP 2003-09 Evaluacion del stock desovante de merluza del sur y merluza de cola
en la zona sur-austral, afio 2003
FIP 2003-10 Evaluacién hidroacustica del stock parental de merluza de tres aletas
en su unidad de pesqueria, afio 2003

2004 FIP 2004-07 Evaluacion del stock desovante de merluza del sur y merluza de cola
en la zona sur-austral, afio 2004
FIP 2004-08 Evaluacién hidroacustica del stock parental de merluza de tres aletas
en su unidad de pesqueria, afio 2004
FIP 2004-09 Evaluacién hidroacustica de merluza comun, afio 2004
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FIP 2004-40 Programa temporal de evaluaciéon hidroacustica de merluza del sur
en aguas interiores de la X y XI Regiones, afio 2004

2005 FIP 2005-04 Evaluacion del stock desovante de merluza del sur y merluza de cola
en la zona sur austral, afio 2005
FIP 2005-05 Evaluaciones hidroactsticas de merluza comun, afio 2005
FIP 2005-06 Evaluacion hidroacustica del stock parental de merluza de tres aletas
en su unidad de pesqueria, afio 2005

2006 FIP 2006-03 Evaluaciones hidroactsticas de merluza comun, afio 2006
FIP 2006-04 Evaluacion hidroacustica merluza del sur en aguas interiores de la X
y XI Regiones, afio 2006

2007 FIP 2007-12 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de metluza del sur en
aguas exteriores, afio 2007
FIP 2007-13 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza de cola en
aguas exteriores, afio 2007
FIP 2007-14 Evaluacion hidroacustica de merluza del sur y merluza de cola en
aguas interiores, afio 2007
FIP 2007-15 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de metluza de tres
aletas, afio 2007
FIP 2007-12 Evaluacién hidroacustica de metluza comun, afio 2007

2008 FIP 2008-11 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza del sur y
merluza de cola en aguas exteriores, afilo 2008
FIP 2008-12 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza de tres
aletas, ano 2008.
FIP 2008-14 Evaluacién hidroacustica de metluza comun, afio 2008

2009 FIP 2009-09 Evaluacién hidroacustica de merluza del sur y merluza de cola, en
aguas interiores de la X y XI Regiones, afio 2009
FIP 2009-10 Evaluacién del stock desovante de merluza del sur y merluza de cola
en la zona sur austral, afio 2009
FIP 2009-11 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de metluza de tres
aletas, afio 2009
FIP 2008-13 Evaluacién hidroacusticas de merluza comun, ano 2009

2010 FIP 2010-10 Evaluaciones hidroacustica de metluza comun. afio 2010

2011 FIP 2011-03 Evaluaciones hidroactsticas de merluza comun, afio 2011
FIP 2011-09 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza de tres
aletas, ano 2011

2012 FIP 2012-04 Evaluacién hidroacustica de metluza comun, afio 2012
FIP 2012-07 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza del sur y
merluza de cola en la zona sur austral, afio 2012
FIP 2012-08 Evaluacién hidroacustica del stock desovante de merluza de tres
aletas, afio 2012

Los analisis de la base de datos obtenida de los programas de seguimiento de las pesquerias, se
orientaron sobre la informacion derivada de la actividad pesquera industrial, debido a que esta cuenta

con registros de captura georeferenciada obtenida tanto por los observadores cientificos a bordo
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como por los capitanes de pesca en sus bitacoras de viaje. Los registros en esta actividad involucran
la presencia de reineta como especie objetivo o como especie de la fauna acompafante. Se analizé un
total de 12 mil registros georeferenciados de reineta (lances de pesca) desde la flota arrastrera hielera
que opera tanto en la zona centro sur “Pesquerfa demersal centro-sut” como en la zona sur austral
“Pesquerfa de Aguas Profundas —PDA”. En este particular, la flota de la PDA con puerto base en
Chacabuco en la XI Region, ha mostrado altos indicadores de desembarque y capturas de reineta, las
que han sido logradas tanto como fauna acompafnante de las pesquerfas de merluza del sur y merluza
de cola, como también a partir de viajes y lances con intencionalidad hacia reineta. De igual manera la
flota de la Zona Centro-Sur con puerto en Talcahuano también reportan capturas del recurso, sin
embargo con un bajo nivel y principalmente como fauna acompafiante de las pesquerias de merluza

comun y merluza de cola.

La informacién independiente de la pesqueria considero lances georeferenciados con captura de
reineta como la fauna acompanante, los cuales fueron realizados en los cruceros de evaluacion
directa; registrandose un total de 656 lances para el periodo 1997 a 2012. Se resalta que los
cruceros de evaluacion estuvieron orientados a los recursos merluza comun, merluza del sur y
merluza de cola, obteniéndose informacién entre los 30°S y 57°S grados de latitud y entre la

milla y 200 millas nauticas de distancia a la costa.

En la Figura 35, se presenta mapas con lances georeferenciados con presencia de reineta desde

las distintas fuentes de informacion.
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Figura 35. Lances georeferenciados con captura de reineta.
Datos obtenidos desde la pesqueria demersal Zona Centro-Sur (panel izquierdo); Pesqueria Aguas Profundas
(panel central); Cruceros de Investigacion (panel derecho).

La construccion de indices de abundancia de reineta contemplo los siguientes criterios:

» Captura en total de reineta en toneladas por lance;

» Rendimiento de pesca (CPUE), determinado a través de la razén entre la captura de reineta
por lance y el esfuerzo de pesca medido como los minutos de arrastre entre calar y virar
la red.

» Proporcion de reineta en cada lance, obtenido de la raz6n captura de reineta sobre la captura
total por lance.

Desde la actividad pesquera de la Zona Centro —Sur, se registré un total de 5216 lances con captura
de reineta para toda la serie de afios disponible (1997 a 2012). Las capturas fluctuaron entre un
kilogramo y 17 toneladas como maximo registro en un lance; el primer cuantil de la informacién

disponible se registré en 50 kilogramos por lance mientras que el tercer cuantil indicé 306 kilogramos
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por lance, obteniéndose 108 kilogramos por lance como valor de mediana en la serie de datos
analizados. A nivel temporal, se observa que el numero de lances con presencia de reineta disminuye
a partir del afio 2008, presentindose diferencias significativas tanto en el valor promedio como los
rangos maximos de captura por lance en comparacion con los registros observados en los primeros
afios de la serie (1997 a 2006). El analisis a nivel mensual registra una consistencia de valores
promedio y rangos maximos de captura por lance para todos los meses, con aumento en los valores
maximos por lance durante los meses de abril a junio. En la Figura 36, se presenta diagramas

Boxplot para la serie de registros de captura por lance en la pesqueria demersal zona centro-sur.

07
1

‘
=

06
.

Captura (ton)

05

02 0

| —
i)
Il

0
H

_‘_HL;A"‘;

1997 1998 1899 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
ANO

I
0

04

Captura (ton)
0.2 0.3
L L
10
oo
1
s

08

© | - £ i 4 ; i | i ]
b= r o ] ; i

Jeeods

0.1

|
Captura (ton)

04

A;;Qgg

02
—

1 3 4 5 6 8 2§ 10

Mes.

Figura 36. Diagramas BoxPlot para los registros de captura por lance total y a nivel temporal desde la
pesqueria demersal zona centro-sur.

El analisis de distribuciéon de indices de abundancia para la informacion derivada de la pesqueria
demersal en la zona centro-sur, sugiere la existencia de una gran zona unica; en términos de la
captura registrada por lance (Figura 37), en esta figura se observa mayores valores entre los 37° Sy
39°S de latitud, reduciendo los niveles de captura hacia el norte y sur de esta latitudes. En términos
de rendimiento (CPUE), se observa dos zonas con rendimiento diferenciado, la primera de ellas con
valores maximos centrados en los 36°S de latitud mientras que la segunda centra el maximo

rendimiento en los 38°S de latitud (Figura 38).
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Figura 39. Distribucioén latitudinal de lances con captura efectiva y focos de densidad.

Distribucién latitudinal de la proporcion de reineta en los lances con captura efectiva (Panel Izquierdo); Focos
de densidad/concentracion de la proporcion de reineta (Panel Derecho) desde la pesquetia demersal zona
centro-sur.

En términos de la proporcion de reineta observada en los lances con captura efectiva, la informacion
es concordante con los rendimientos observados, presentandose dos focos de concentracién que
podrian dar cuenta de una intencionalidad de capturar hacia este recurso (objetivo), el primero de
ellos centrado en los 36° S de latitud y el segundo con maximos valores en los 38°S de latitud

(Figura 39).

Desde la actividad pesquera demersal en la Zona Sur —Austral (PDA), se registré un total de 6128
lances con captura de reineta para toda la serie de afios disponible (1997 a 2012). Las capturas
fluctuaron entre un kilogramo y 13 toneladas como maximo registro en un lance; el primer cuantil de
la informacion disponible se registré en 30 kilogramos por lance mientras que el tercer cuantil indico
120 kilogramos por lance, obteniéndose 50 kilogramos por lance como valor de mediana en la serie
de datos analizados. A nivel temporal, se observa que el numero de lances con presencia de reineta
aumenta en la zona sur austral a partir del afio 2004, presentandose diferencias significativas tanto en
el valor promedio como los rangos maximos de captura por lance en comparacién con los registros
observados en los primeros anos de la serie (1997 a 2003). El anélisis a nivel mensual registra una
consistencia de valores promedio y rangos maximos de captura por lance para todos los meses, con

aumento en los valores maximos por lance durante los meses de agosto a septiembre. En la Figura
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40, se presenta diagramas Boxplot para la serie de registros de captura por lance en la pesqueria

demersal en la zona sur-austral.
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Figura 40. Diagramas BoxPlot para los registros de captura por lance total y a nivel temporal desde la
pesqueria demersal de la zona Sur-Austral.

El analisis de distribucién de indices de abundancia para la informacion derivada de la pesqueria
demersal en la zona sur-austral, da cuenta de la existencia de dos zonas en términos de la captura
registrada por lance (Figura 41), en esta figura se observa una zona acotada con valores bajos de
captura ubicada en los 39°S de latitud, en contraste con la existencia de una zona principal con
valores altos de captura de reineta con centro en los 42°5 S de latitud. En términos de rendimiento
(CPUE) y proporcion de reineta en la captura total por lance, se observa una consistencia de los
resultados conformandose dos zonas con valores de rendimiento y proporcion diferenciados
latitudinalmente, al igual que la informacién de captura la primera zona centrada en los 39° S de

latitud mientras que la segunda centrada en los 42°,5 S de latitud (Figura 42 y 43).
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Distribucién latitudinal de lances con captuta de reineta (Panel Izquietdo); Focos de densidad/concentracién
de captura de reineta (Panel Derecho) desde la pesqueria demersal zona sur-austral (PDA).
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Figura 43. Distribucioén latitudinal de lances con captura efectiva y focos de densidad.

Distribucién latitudinal de la proporcion de reineta en los lances con captura efectiva (Panel Izquierdo); Focos
de densidad/concentracion de la propotcion de treineta (Panel Derecho) desde la pesqueria demersal zona sut-
austral.

La informaciéon proveniente de los cruceros de investigacion incluyen un total de 656 lances con
captura de reineta georeferenciados entre los 30°S y 57°S grados de latitud y entre la milla y 200
millas nauticas de distancia a la costa. Los registros de captura fluctuaron entre 1 y 1400 kilogramos
como maximo registro en un lance; el primer cuantil de la informacién disponible se registré en 4
kilogramos por lance mientras que el tercer cuantil indicé 54 kilogramos por lance, obteniéndose 12
kilogramos por lance como valor de mediana en la serie de datos analizados. A nivel temporal, se
observa que los cruceros desarrollados entre 2005 a 2010 se registraron los mayores valores de
captura por lance. Los cruceros de investigacion son desarrollados en ciertos meses del afo, lo cual
responde a la evaluacién de otros recursos objetivos (metluzas), lo cual debe ser tenido en cuenta
para hacer las inferencias a nivel temporal, no obstante, se observa mayores valores de captura en los
cruceros desarrollados en los meses de marzo y septiembre. En la Figura 44, se presenta diagramas

Boxplot para la serie de registros obtenidos en crucero de investigacion.
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Figura 44. Diagramas BoxPlot para los registros desde cruceros de investigacion.
Diagramas BoxPlot para los registros desde cruceros de investigacioén los cuales cubren desde los 30°S y 57°8
grados de latitud y entre la milla y 200 millas nauticas de distancia a la costa.

Los indices de abundancia obtenidos desde los cruceros de investigaciéon dan cuenta de la existencia

de dos zonas diferenciadas latitudinalmente tanto para la informacion de las capturas, rendimientos

de pesca y proporcion de la captura de reineta por lance (Figuras 45 a 47). Los valores obtenidos

para cada uno de los indices de abundancia son similares entre zonas, la primera de ellas se observa

con valores centrados en los 40°S de latitud, mientras que la segunda zona presenta valores centrados

en los 45°,5 S de latitud.
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densidad/concentracién de la CPUE de reineta (Panel Detecho) desde registros obtenidos en cruceros de
investigacion.
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Figura 47. Distribucioén latitudinal de lances con captura efectiva y focos de densidad.

Distribucién latitudinal de la proporcion de reineta en los lances con captura efectiva (Panel Izquierdo); Focos
de densidad/concentracién de la proporcién de reineta (Panel Detrecho) desde registros obtenidos en cruceros
de investigacion.
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Se realizé un analisis integrado de toda la informacién disponible, consolidando una unica base de
datos, esto en virtud que la informacién desde la pesqueria demersal en la zona centro-sur y zona sur
austral son obtenidas a partir de una flota arrastrera industrial que presenta similares caracteristica de
esfuerzo y artes de pesca. Por otro lado, los lances de pesca asociados a los cruceros de investigacion
son realizados mediante un arte de pesca de arrastre de media agua. En la Figura 48, se presenta

mapa con la informacion integrada de lances georeferenciados con presencia de reineta.
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Figura 48. Informacién integrada de Lances georeferenciados con captura de reineta.

Desde la pesquerfa demersal Zona Centro-Sur; Pesquerfa Aguas Profundas; Cruceros de Investigacion. Serie
1997 a 2012.

Resultados del andlisis integrado de las distintas fuentes de informacién, reflejan un patrén de
distribucion latitudinal para todos los indices de abundancia de reineta, sugiriendo la existencia de
dos zonas de concentraciéon diferencial tanto en las capturas como de rendimientos (CPUE) y
proporcion de reineta. Se sugiere la existencia de una primera zona comprendida entre los 35° S y 40°

S de latitud con valores bajos de abundancia de reineta, cuyo centro se observa en los 37°,5 S de
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latitud, y una segunda zona con valores altos de abundancia de reineta comprendida entre los 41°S y

47°5 S de latitud con centro en los 43°S de latitud (Figura 49).
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Figura 49. Distribucioén latitudinal de indicadores de abundancia de reineta.
i) Captura por lance (Panel Superior Izquierdo); ii) Rendimiento por lance (Panel Superior Derecho);
proporcioén de reineta por captura total en cada lance (Panel Inferior). Base de datos integrada.

El analisis de los indices de abundancia mediante Modelos Aditivos Generalizados (GAM) para
eterminar patrones latitudinales en reineta, entrega resultados concordantes con la existencia de un
det pat latitudinal ta, entreg Itad dant 1 t d
patrén latitudinal de abundancia, existiendo dos zonas altamente diferenciadas (Figura 50). La
primera zona comprendida entre 35°S y 40°S latitud con valores bajos de abundancia, y una segunda

zona comprendida entre los 41,0°S y 50°S con valores altos de abundancia de reineta.
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Figura 50. Distribucién y patrones latitudinales de abundancia de reineta.
Mediante Modelos Aditivos Generalizados.

Talla v Peso Medio

Los patrones de distribucién de abundancia de reineta, sugieren la existencia de 2 zonas distintas; la

primera de ellas comprendida entre los 35°S y 40°S latitud (zona norte) y una segunda zona
comprendida entre los 41,0°S y 57°S (zona sur); concordante con estos resultados se pudo agrupar

los rasgos biologicos de 53 mil ejemplares capturados por la flota industrial que opera entre los 30°S

y 57°S de latitud.

En la Figura 51, se presenta la distribucioén de frecuencias de tallas en centimetros y pesos en gramos

de ejemplares de reineta capturados tanto en la zona norte como en la zona sur, para la serie de datos

comprendida entre os afios 1997 y 2012.
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Figura 51. Estructuras de tallas y pesos en reineta.
Ejemplares capturados en la zona norte (entre los 35°S y 40°S) y la zona sur (entre los 41,0°S y 57°S)
para la serie histérica 1997 a 2012.

En la Figura 52, se presenta un boxplot de las tallas y peso medios por zonas segun el patrén de
abundancia. Los resultados indican que en la zona comprendida entre los 35°S y 40°S latitud (zona
norte) se registrd la captura de ejemplares de mayor talla y peso promedio, registrindose una talla
promedio de 44,0 cm (longitud total) con rangos entre los 28 y 59 cm; a diferencia de la zona
comprendida entre los 41,0°S y 57°S (zona sur) la cual presento la captura de ejemplares de menor

talla y peso, con una talla media de 41,0 cm (longitud total) con rangos entre los 25 y 60 cm.

En cuanto al peso total, los ejemplares capturados la zona norte presentan un mayor peso promedio
(1500 g) frente a aquellos capturados en la zona sur que presentaron un peso promedio de 1130 g

con un rango de peso observado entre los 290 g y 3300 g.
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Figura 52. Box Plot de la talla media y peso medio en reineta
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Un analisis mediante Modelos Lineales Generalizados (GLM) para la talla y peso de los ejemplares

capturados evaluando el factor zona, sugiere diferencias significativas de estos rasgos biologicos entre

zonas; siendo los ejemplares de reineta de la zona “B” (norte) de mayor tamafio y peso que aquellos

capturados en la zona “A” (sur). Parametros de los GLM realizados se presentan en la Tabla 41.

Tabla 41. Estadisticos de los Modelos Lineales Generalizados realizados para la talla y peso
evaluando el factor zona.

Vatiable/Factor n gl Sum. Sq Mean. Sq F value p-value
Talla /Factor (Zona) 53676 54353 54353 32006.7 <2216
Peso /Factor (Zona) 53676 8.28 8.08 3786.8.1 <2.2-16

Adicionalmente, se realizo analisis para la talla y peso de los ejemplares al interior de cada zona

evaluando los efectos de factores temporales como el afio y el mes, los resultados de los GLM se

presentan en la Tabla 42, estos sugieren diferencias significativas de estos rasgos biologicos entre
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afios y meses al interior de cada zona; sin embargo, para la zona sur las variaciones en tallas y pesos
son mejor explicadas por el efecto afio, mientras que en la zona norte las variaciones son mejor

explicadas por el efecto mes.

Tabla 42. Estadisticos de los Modelos Lineales Generalizados realizados para la talla y peso al
interior de cada zona evaluando factores temporales.

Zona/Vatiable/Factor gl | R?4usudo | Error Estandar Residual | Mean. Sq | F value | p-value
Zona Sur /Talla/ Factor (Afio) 5 47% 4.113 26088.4 1542 | <2.2716
Zona Sur /Talla/ Factor (Mes) 11 18% 5.119 4631 176.7 | <2.2-16
Zona Sut /Peso/ Factor (Afio) 5 42% 395.4 195815 1252.8 | <2.2-16
Zona Sur /Peso/ Factor (Mes) 11 24% 452.5 513353 250.7 | <2216
Zona Norte /Talla/ Factor (Afio) | 6 6% 4.042 8443.9 519.3 | <2216
Zona Norte /Talla/ Factor (Mes) | 11 31% 3.459 22271 1861.5 | <2.216
Zona Norte /Peso/ Factor (Afio) | 6 7% 462.6 128341 599.8 | <2.2:1¢
Zona Norte /Peso/ Factor (Mes) | 11 34% 388.2 329848 | 2188.3 | <2.216

En la Tabla 43, se presentan los resultados de la busqueda informacion referente al registro de tallas

medias y rangos de tallas reportados para el recurso reineta frente al litoral Chileno.

Tabla 43. Talla media y rango de tallas registrados para el recurso reineta frente al litoral Chileno.

Talla Media Rango Talla Localidad/Zona | Pesqueria Fuente
21 -58 cm Zona Norte Enmalle Oyarzun et al
35°20 S/38°508 2013
15-57 cm Zona Sur Pavlov 1994
43°S- 101°W
46.5 cm 30.5-58.5cm Enmalle Canales et al.
2014
40.5 cm 20.5 — 64.5 cm Espinel Canales et al
2014
44.0 cm 28 =59 cm Z.ona Norte Arrastre Presente
estudio
41.0 cm 25 —-60 cm Zona Sur Arrastre Presente
estudio
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Relacién Longitud — Peso (RLP)

En la Figura 53, se presenta la relacion longitud-peso (RLP) del recurso reineta para la informacion

registrada tanto en la zona norte como en la zona sur, igualmente se presenta la relacion utilizando el
total de informacién disponible. En la Tabla 44, se presentan los parametros de la relacion
Longitud-Peso obtenidos en el presente estudio, se resalta que los coeficientes & obtenidos para
ambas zonas son distintos de 3, indicando una relacion alométrica entre el peso y la longitud del pez,
lo cual también ha sido reportados por otros autores (Oyarzun et al. 2013; Canales et al. 2014).Se

incluye en esta tabla valores reportados por otros autores frente al litoral Chileno.
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Figura 53. Relacion longitud — Peso para el recurso reineta
Conforme a la informacién registrada en cada zona segin patrones de distribucion de abundancia. Se incluye
relacién utilizando el total de la informacion disponible.

Los resultados del analisis con Modelos Mixtos No-lineales, realizado con el objetivo de registrar
posibles diferencias significativas en los parametros de la relacion longitud-peso entre zonas, sugieren
que no se presentan diferencias significativas en esta relaciéon a nivel zonal; los residuales de este

analisis se presentan en la Figura 54.
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Figura 54. Relacion longitud-peso para reineta en las distintas zona.
Residuales del analisis mediante modelos no-lineales de efectos mixtos.

Tabla 44. Parametros de la relacion longitud-peso de reineta por zonas.

a b n R? Zona Fuente
0.003256 3.44 45163 | 0.90 Zona Norte Presente estudio
0.018968 2.94 8511 0.84 Zona Sur Presente estudio

0.0242 2.84 375 0.91 Zona Norte Oyarzun et al. 2013
0.0163 3.014 0.682 2003 Canales et al. 2014
0.0046 3.338 0.782 2004 Canales et al. 2014
0.0032 3.433 0.847 2005 Canales et al. 2014
0.0087 3.184 0.853 2006 Canales et al. 2014
0.0012 3.697 0.891 2007 Canales et al. 2014
0.0039 3.392 0.960 2008 Canales et al. 2014
0.0052 3.319 0.939 2009 Canales et al. 2014
0.0030 3.463 0.955 2010 Canales et al. 2014
0.00064 3.263 0.928 2011 Canales et al. 2014
0.0147 3.040 0.906 2012 Canales et al. 2014
0.0061 3.271 0.937 2013 Canales et al. 2014

En la Figura 55 se registra las proyecciones de los pesos estimados a una longitud dada segun los

parametros RLP reportados en la Tabla 44; se sugiere una cierta diferencia de esta relacion al aplicar
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los parametros reportados por Oyarzun et al. 2013 y aquellos determinados para la zona sur en este

estudio. Finalmente, en la Figura 56, se presenta la tendencia de Log a y Log b.
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Figura 55. Proyecciones de curvas de peso a una longitud dada.
Respecto a los parametros RLP, de cada autor, para el recurso reineta.
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Tasas de Crecimiento

La distribucién de frecuencia de tallas mensuales para cada una de las zonas identificadas mediante
los patrones de abundancia (zona norte y zona sur), presentan en la Figura 57. En la zona norte, se
conté con 45712 registros de talla, los cuales presentaron un rango entre los 28 y 59 cmy;
registrandose ejemplares durante todos los meses para el periodo 2004 a 2011. Por su parte en la

zona sut, se cont6 con 16200 registros de talla, en un rango entre 25 a 60 cm.
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Figura 57. Frecuencia de tallas mensual para la zona norte (33° a 40° S) y zona sur (41° a 55° S) registradas
durante el periodo 2004 a 2011.

Resultados de la identificacion de cohortes, mediante el programa computacional MIX para cada una
de las zonas, se presentan en las Figuras 58 y 59. En la zona norte se identificaron 30 cohortes
desde la distribucion de frecuencia mensual de tallas, mientras que en la zona sur se identificaron 33

cohortes.
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Figura 58. Resultados de la identificacién de cohortes desde la distribucion de frecuencia de tallas mensual,
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Figura 59. Resultados de la identificacion de cohortes desde la distribucion de frecuencia de tallas mensual,
para la zona sur.

La asignacion de clases de edad para las cohortes identificadas en la zona norte se observa en la
Figura 60. Las diferentes edades estan representadas por el contraste de colores registrindose un
total de 8 clases de edad. Notese que al pasar de una clase de edad a otra mas avanzada y de una
cohorte a la siguiente siempre la derivada dl./dt es positiva, condicion necesaria dentro de la
metodologia recomendada por Roa (1993). Las clases de edad identificadas en la zona sur se

presentan en la Figura 61, registrando un total de 11 clases de edad.
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Figura 60. Clases de edad del recurso reineta identificadas desde la distribucion de frecuencia de tallas para la
zona norte.
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Figura 61. Clases de edad del recurso reineta identificadas desde la distribucion de frecuencia de tallas para la
ZONa suf.

Para la modelacion del crecimiento se asigno edades absolutas a cada clase de edad obtenida, esto como
alternativa al no encontrar valores en literatura que indicaran la edad de entrada a la pesqueria para esta

especie. El proceso de estimacién de parametros considero ajustes no-lineales mediante regresiones
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implementadas en modulo nls- R projet, ademas incluyé procedimientos de remuestreo Montecarlo de
los valores de ajuste entregando como resultado la densidad de probabilidad alrededor de los valores

centrales de cada parametro, los resultado obtenidos para la ambas zonas se presentan en la Figura 62.
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Figura 62. Resultados del procedimiento de remuestreo Montecarlo para el ajuste de los parametros de
crecimiento de reineta en cada una de las zonas evaluadas.

En la Tabla 45, se presentan los parametros de la funcién de crecimiento para la especie en las zonas de
evaluacién determinadas por los patrones de densidad, se incluye antecedentes reportados por Ciro et al.
(2003) investigacion en la que analiz6 ejemplares de reineta capturados en lo que corresponde nuestra
zona norte. En la Figura 63, se presenta la curva de crecimiento ajustada para esta especie en cada una

de las zonas evaluadas.



152

Tabla 45. Resumen de los parametros de crecimiento estimados (sexo combinados) obtenidos en el presente
analisis; se incluye los reportados por Oyarzun et al (2013) asumiendo un crecimiento tipo von Bertalanffy.
(EAE: Error asintético estandar, LLI= Limite inferior, LS=Limite superior).

Talla [em]

Talta [cm]
3o 40

20

10

ZONA Parimetro Valor  BAE LI (95%) LS (95%)
Loo (cm) 51.61 1.623 48.28 55.94
NORTE k (afio-1) 0.258 0.047 0.16 0.35
to  (afio) 2,04 0617 -3.306 0.77
Loo (cm) 0.9 2.853  55.13 66.77
SUR k (afio-1) 0.129 0.010 0.102 0.146
to  (afio) 2,02 0.401 2.87 1.16
Loo (cm) 58.95 2.176 54.68 63.23
NORTE k (afio-1) 0.28 0.034 0.21 0.35
Oyarnetal 2013) to  (afio) 0.37 0217  -0.80 0.06
| Zona Norte jses T €+ ZonaSur

Edad [year] Edad [year]

Figura 63. Curva de crecimiento ajustada del recurso Reineta en las zonas evaluadas.

La evaluacién de tasas de crecimiento a partir de ecuacion propuesta por Roa & Tapia (1998), sugiere
diferencias significativas en el crecimiento de ejemplares de reineta capturados en diferentes regiones
(Figura 64); donde los ejemplares registrados en la zona sur presentarfan una menor tasa de crecimiento
que aquella registrada para ejemplares registrados en la zona norte; sin embargo los ejemplares en zona

sur alcanzarfan una mayor longitud infinita (Linf) que aquellos reportados para la zona norte.
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Los resultados del crecimiento parecen coincidir con anteriores analisis, donde para ejemplares de la
zona sur se registra un rango de talla mas amplio, mayor cantidad de cohortes identificadas desde la
distribucién de frecuencia de tallas y la asignacién de un mayor nimero de grupos de edad; frente a los

resultados obtenidos desde informacién proveniente de ejemplares capturados en la zona norte.

Indices Reproductivos

La base de datos disponible presento una escasa informacién de la condicién biolégica reproductiva
de los ejemplares de reineta capturados; obteniéndose un total de 1649 registros de IGS (702 para la
zona norte y 907 para la zona sur) y 1534 registros de Estados de Madurez Sexual macroscopica

(EMS) (627 para la zona norte y 907 para la zona sur).

En la Figura 64, se presenta la informaciéon mensual y por zona de los valores de IGS y EMS
registrados para la serie 1997 a 2012. Se puede observar que para ambas zonas se registran ejemplares
con poco desarrollo reproductivo durante todo el afio, segun lo indica el registro de ejemplares en
EMS 2 (inmaduro) y bajos valores del indicador reproductivo de IGS. Por otro lado, segin la
informacién disponible se puede sugerir un periodo reproductivo centrado en los meses de verano-
otofio para la zona sur; mientras que en la zona norte parece estar desplazado a la época de invierno,
resultados similares han sido planteados por Leal & Oyarzin (2003) quienes identifican ejemplares
sexualmente maduros durante todo el afio, con un maximo de desove en el invierno (junio a agosto),
resultados basados en un analisis de ejemplares capturados frente a Lebu (37°37°LS-73°40°W) entre
enero y septiembre de 2001. Por otro lado, Pavlov (1991) plantea una principal época reproductiva
en primavera-verano para ejemplares de reineta capturados en aguas ocednicas (42°59’-47°01°LS;

107°19°-126°58 'LW).
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Figura 64. Informacién mensual y por zona de valores de IGS y estados de madurez (macroscopicos).

En la Figura 65, se presenta informacién del indicador reproductivo de IGS a la talla para cada una
de las zonas; se observa un cambio de tendencia “punto de inflexion” del desarrollo gonadal medido
como valor de IGS en ejemplares sobre los 41 cm de LT para la zona sur, mientras que para la zona

norte este cambio de tendencia se aprecia en ejemplares sobre los 44 cm de LT.

Zona sur Zona norte

Valor de |GS)

30
Longitud Total imm}
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Figura 65. Informacion de valores de IGS ala talla para cada una de las zonas de estudio.

Se realiz6 un analisis de la informacion del indicador reproductivo de IGS mediante Modelos
Aditivos Generalizados (GAM), evaluando el efecto de la talla y efecto temporal (mes) para
determinar patrones dentro de cada una de las zonas. En la Figura 66, se presentan los resultados de
los modelos aditivos generalizados para determinar los efectos temporales y de la talla sobre el
indicador de IGS; respecto a la talla los resultados obtenidos son coherentes con los anteriormente
presentados (ver Figura 59), observandose un efecto de la talla sobre el valor de IGS donde en la
zona norte se registra en ejemplares sobre los 44 cm de LT, mientras que en la zona sur este efecto
se presenta en ejemplares sobre los 41 cm de LT. Por otro lado, los factores temporales (mes)
entregan una mayor explicacion sobre los valores de IGS en la zona norte; este efecto no se aprecia
claramente en la zona sur. En la Tabla 46, se presentan estadisticos importantes de los modelos

desarrollados.
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Figura 66. Modclos Aditivos Generalizados para evaluar el efecto de la talla y temporal (mes) sobre el
indicador reproductivo de IGS para cada una de las zonas de estudio.

Tabla 46. Resultados de los Modelos Aditivos Generalizados por zonas.

Zona Norte Error standar Desvianza explicada AIC
Factor Talla 0.01837 11.5% 1085.6
Factor Temporal 0.01876 7.9% 1118.4
Zona Sur
Factor Talla 0.01517 10.4% 1161.8
Factor Temporal 0.01598 0.6% 1254.8




157

La informacién reproductiva disponible no permite realizar una estimaciéon adecuada de la talla

media de madurez por zonas, limitando la comparacién de esta variable.

Factor de Condicién

En la Figura 67, se presenta resultados de los Modelos Aditivos Generalizados realizados para el

analisis de la informaciéon disponible del factor de condicién de los ejemplares de reineta. Los

resultados son concordantes con la informacién de indices reproductivos, sugiriendo una posible

diferencia de periodos reproductivos y de descanso “almacenamiento de energia” del recurso reineta

conforme a la informaciéon disponible por zonas. Los estadisticos principales de los GAM se

presentan en la Tabla 47.
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Figura 67. Modelos Aditivos Generalizados para informaciéon del factor de condicién se evalua el efecto

temporal para cada una de las zonas de estudio.
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Tabla 47. Resultados de los Modelos Aditivos Generalizados por zonas.

Error standar Desvianza explicada AIC
Zona Norte Factor Temporal 5.7° 22.8% -7481.8
Zona Sur Factor Temporal 7.2° 22.7% -8521.5

Conclusiones

Empleando un total de 12 mil lances georeferenciados con captura de reineta, provenientes tanto de
la actividad pesquera industrial como de cruceros de investigacion los cuales dan cuenta de una
cobertura espacial entre los 30°S y 57° S de latitud y una serie temporal entre 1997 y 2012, se logrd

establecer patrones de abundancia del recurso.

La distribucion espacial de los indicadores de abundancia de reineta sugiere un patréon con dos zonas
distintas tanto en captura, rendimiento de pesca y proporcion de reineta en los lances. Las
densidad/concentracion de registros tanto de captura, rendimiento de pesca y proporcién de reineta
indican la diferenciacién de una zona comprendida entre los 35° S y 40° S de latitud con valores de
abundancia de reineta bajos, cuyo centro se observa en los 37°5 S de latitud, mientras que también se
da cuenta de una zona diferenciada con valores altos de abundancia de reineta la cual se observa

entre los 41°S y 47°,5 S de latitud con centro en los 43°S de latitud.

La modelacién de distribucion latitudinal de los indicadores de abundancia de reineta mediante
modelos aditivos generalizados, también dan cuenta de un patrén latitudinal diferencial entre la zona
al norte de los 40°S de latitud y la zona al sur de los 41° S de latitud; siendo la zona sur la que
presenta los mayores valores de captura y rendimiento de reineta concentrados en los 43°S de latitud.
A partir de la determinacién de patrones de distribucién de abundancia de reineta, se realiz6 un
analisis de los rasgos biologicos (talla y peso) de los ejemplares capturados en las distintas zonas. Se
analiz6 un total de 53 mil registros de tallas y pesos para la misma cobertura espacial y serie temporal
de datos. Los resultados sugieren diferencias en los ejemplares de cada zona, siendo los ejemplares
capturados en la zona norte de mayor tamafio y peso que los ejemplares capturados en la zona sur.
El analisis con modelos lineales generalizados para la talla y el peso evaluando el factor zona de
procedencia, sugieren diferencias significativas entre zonas, con una disminucién en la longitud y

peso total promedio de norte a sur. La estructura de tamafios revela la presencia de ejemplares de
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mayor tamafio en la zona norte (44,0 cm LT promedio), en contraste con lo registrado en la zona
sur, donde se registra rangos de talla superiores (entre los 25 y 60 cm de LT), con una moda
relevante de ejemplares con 41,0 cm de LT. Los resultados del analisis de la relacion longitud-peso,
mediante Modelos Mixtos No-lineales, sugieren la no existencia de diferencias significativas entre
zonas, lo cual puede ser ratificado al observar pocas diferencias entre las curvas de proyecciones de

peso empleando parametros de la RLP reportados por distintos autores.

La informacion biologica de la condicion reproductiva de los ejemplares de reineta fue escasa,
obteniéndose un total de 1649 registros de IGS; 1534 registros de Estados de Madurez Sexual
macroscépica (EMS) y 1649 registros que permitieron obtener el factor de condicién. Resultados del
analisis sugieren una posible diferencia de periodos reproductivos y de descanso “almacenamiento de

energia” del recurso reineta conforme a la informacion disponible por zonas.

Los analisis orientados a determinar los parametros y tasas de crecimiento de reineta, sugieren que
existen diferencias significativas entre los ejemplares capturados en zonas distintas. Se observa que
ejemplares registrados en la zona sur presentarfan una menor tasa de crecimiento que aquella registrada
para ejemplares en la zona norte; sin embargo los ejemplares en zona sur alcanzarfan una mayor longitud

infinita (Linf) que aquellos reportados para la zona norte.

Los resultados del crecimiento patrecen coincidir con otros andlisis, donde para ejemplares de la zona sur
se registra un rango de talla mas amplio, mayor cantidad de cohortes identificadas desde la distribucion
de frecuencia de tallas y la asignacion de un mayor nimero de grupos de edad; frente a los resultados

obtenidos desde informacion proveniente de ejemplares capturados en la zona norte.
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3.5 Estimar el namero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su
contribucién relativa a cada unidad demografica identificada y zona principal

de captura.

Edwin J. Niklitschek, Félix P. Leiva, Yessica Robles, Cristobal Garcés

Centro i~mar, Universidad de Los Lagos

Metodologia de trabajo

Para el analisis integrado de la informacién proporcionada por la microquimica de otolitos,
infrafauna, morfometrfa y microsatélites, se utiliz6 un enfoque de modelos de mezcla de
distribuciones finitas (Everitt & Hand 1981, Millar 1987, Smith & Campana 2010), ajustados por
maxima verosimilitud. En particular, se utiliz6 el procedimiento descrito por Niklitschek et al. (2014)
para mezclas de origen desconocido, el cual consiste en comparar, a través del Criterio de
Informacion de Akaike, AIC (Akaike 1973), la verosimilitud de modelos (hipotesis) alternativos
respecto del nimero de origenes presentes en una o mas mezclas. En el caso del presente andlisis se
consideré un nimero variable de uno a cuatro origenes y un numero fijo de cuatro mezclas,
correspondientes a las cuatro regiones ecogeograficas en que se dividi6 el area de estudio. El modelo

ajustado sigui6 la forma general propuesta por Smith & Campana (2010),

A S M

l(’l/)lX) = H H H Das - gm(xam|¢m)

a=1s=1m=1
donde,
A, S, M: nimero de ecoregiones, origenes y marcadores, respectivamente
Pas = proporcion estimada de contribucién del origen s5a la ecoregién a

9m = funcién de densidad de probabilidad para cada marcador 7 (™ MVN( fim, 3m ))

Zam = matriz de valores individuales observados para cada marcador » en la ecoregion a

Ym = vector de parametros ( fom, Xm)
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Para facilitar la convergencia de los modelos de mezcla y aproximarse al supuesto de distribucién
normal multivariada, se aplicé los siguientes procedimientos de reduccién dimensional: (i) analisis de
componentes principales para microsatélites y morfometria (dos primeros componentes), y (ii)
escalamiento multidimensional no-métrico para la composicion de la infrafauna (basado en distancias
Bray-Curtis, solo especies presentes en 9 o mas individuos, e individuos con presencia de 2 o mas
taxa). Dado que la composicién relativa de isétopos estables en otolitos fue naturalmente
bidimensional, se utiliz6 directamente sus valores estandarizados (media=0, ds=1). Por causa del
azar, existieron solo 69 ejemplares donde se encontré presencia de dos o mas taxa de parasitos y que
coincidentemente fueron analizados respecto de sus marcadores moleculares, is6topos estables en
otolitos y morfometria corporal. Por este motivo el andlisis integrado se realizé considerando dos
conjuntos de datos: un primer conjunto con los 69 peces antes indicados y otro con 121 ejemplares
para los cuales se cont6 con informaciéon molecular, isotopica y morfométrica.

Los valores iniciales de los vectores de medias (um) y matrices de covarianza (X.), correspondientes a
cada marcador (metales o isétopos) y cada uno de los 1-4 origenes hipotéticos, fueron estimados a
partir de los datos, previamente agrupados en un numero de conglomerados equivalente al de la
hipétesis evaluada. Estos conglomerados fueron formados maximizando la verosimilitud de los
mismos, utilizando para ello un algoritmo EM (expectation-maximization), implementado en el
paquete R-mixture (Browne & McNicholas 2015). En el caso especifico del modelo de 4 origenes, se
utiliz6 ademas valores iniciales derivados directamente de las medias y covarianzas estimadas para

cada una de las 4 ecoregiones.

Resultados

El analisis integrado de las distintas fuentes de informacién mostré que la hipétesis de origen unico
fue las mas verosimil e informativa (Tabla 48), con un valor de AIC=1,458, sustancialmente menor
que las otras tres hipétesis evaluadas (AIC=3.743-9.507). La falta de evidencia sobre la existencia de
multiples origenes fue consistente con la decreciente verosimilitud de los modelos con mayor

namero de origenes hipotéticos (Tabla 48).
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Tabla 48. Analisis comparativo de modelos de mezcla.

Analisis comparativo de modelos de mezcla de distribuciones finitas considerando diferentes hipétesis sobre
el numeros de origenes de Brama australis presentes en las cuatro ecoregiones biogeograficas analizadas.
EM=expectation-maximization; ZBG=zonas biogeograficas (Spalding et al. 2007); IE=Isétopos Estables en
otolitos; MC=Morfometria Corporal; MS=Micro-satélites; IF=Composiciéon Infrafauna; AIC=Criterio de
Informacion de Akaike (1973).

Fuentes de informacién

N° Parametros IE+MC+MS (n=121) IE+MC+MS+IF (n=69)
origenes iniciales Log- Log-

. N€ param. AIC ) N€° param. AIC

verosim. verosim.
1 EM -714 15 1.458 383 20 807
2 EM -1.837 34 3.743 1.098 44 2.284
3 EM -3.198 53 6.502 1.983 68 4.101
4 EM -4.681 72 9.507 2.961 92 6.106
4 /ZBG -4.681 72 9.507 2.961 92 6.106
Discusion

El analisis integrado de los marcadores naturales, genotipicos y fenotipicos utilizados en el
presente estudio confirmé la falta de evidencia sobre multiples unidades tanto evolutivas, como
demograficas, indicadas por el andlisis parcial de cada uno de estos marcadores. De esta manera, el
stock de B. australis vulnerado por las pesquerfas que operan en la costa chilena parece poseer un
mismo acervo genético (microsatélites), utilizar habitats similares de crianza (isétopos estables en
zonas nucleares de otolitos) y alimentacién (infrafauna), y estar afectado por factores ambientales,
también similares (morfometria corporal).

La informacién generada por el presente proyecto permite especular la existencia de unas
pocas zonas de desove altamente conectadas y de una o pocas zonas de crianza (primeros meses de
vida) ambientalmente homogénea(s). Esta homogeneidad podtia asociarse a la utilizacién de un area
geografica relativamente discreta o a la asociacién estrecha con alguna masa de agua estable,
probablemente a nivel sub-superficial. Lo anterior, hace pensar que la extensa distribucién latitudinal
de adultos de B. australis, a lo largo de la costa de Chile resulta de una dispersiéon activa desde zonas

mucho mas acotadas de desove y crianza. L.a homogeneidad de la composicién parasitaria, por su
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parte, lleva a pensar que existe gran mezcla entre adultos de latitudes muy distintas. Esto, junto al
desplazamiento estacional de las capturas a lo largo de la costa, sugiere la existencia de migraciones
reproductivas importantes, seguidas de baja fidelidad a las zonas de alimentacion.

Entre las cuatro eco-regiones analizadas, llama la atencién la ecorregién nor-magallanica
(Canal de Chacao-Peninsula de Taitao), para la cual el analisis microquimico e isotopico de los
otolitos mostré6 un grupo de datos mas homogéneo, con errores de clasificaciéon bajo el 20%,
independientemente del tipo o combinaciéon de marcadores empleado. Esta zona concentra la mayor
parte del esfuerzo y de las capturas comerciales durante el invierno (julio-septiembre), las que luego
se desplazan a la ecorregién sur-peruana durante primavera-verano, con capturas decrecientes o
nulas durante el otofio. Considerando la evidencia existente sobre un posible perfodo de desove
invernal de esta especie (Leal & Oyarzun 2003), es posible suponer una migracion reproductiva de B.
anstralis desde diferentes zonas de alimentacion a una o mas areas de desove, altamente conectadas y
ubicadas entre los 44°30' y los 47°S. La mayor parte de los huevos y larvas serfa, ademads retenida o
desplazado hacia una zona comun de crianza, aun pendiente de localizar. Como primera hipotesis, es
posible pensar en un desplazamiento pasivo hacia el norte, alcanzando la plataforma de la ecorregion
sur-peruana, como ocurtirfa en Macruronus magellanicus (Niklitschek et al. 2014), la cual desova en la
misma area y perfodo que proponemos para B. australis. La mayor variabilidad en las sefiales quimicas
de las secciones nucleares de otolitos de ejemplares capturados en otras eco-regiones, podria ser
explicada mediante dos hipétesis basicas: (i) transporte de una proporcién (pequena) de huevos y
larvas a zonas secundarias de crianza, seguido de algun nivel de fidelidad a zonas de alimentacién
asociadas a cada ecorregion; (ii) contribucién desde otras unidades demograficas ubicadas fuera del

area de estudio o no bien representadas en el muestreo efectuado.

Consideraciones sobre el ciclo de vida de Brama australis

Tomando en consideracion: i) la existencia de dos zonas discretas de pesca, ubicadas al norte de
Puerto Saavedra y al sur del Canal de Chacao; ii) la reduccién drastica en los rendimientos pesqueros
en el norte a partir del mes de abril de cada afio, no se refleja en capturas importantes en la zona sur
hasta el mes de junio; iii) que no existe evidencia de capturas importantes en la zona intermedia, que
denoten un desplazamiento costero entre los meses de abril y junio; iv) que la composicion isotopica

de los otolitos sugiere la utilizaciéon de zonas de crianza mas calidas y menos productivas que las
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aguas costeras del SE Pacifico; y v) la presencia de parasitos tipicamente oceanicos en los adultos

analizados de reineta, es posible plantear, a manera de hipétesis el siguiente ciclo de vida:

El contingente principal de Reineta migrarfa a desovar desde sus zonas de alimentacién estival,
ubicadas en la eco-region Sur-Peruana (36-39°S) hacia zonas de desove ubicadas en aguas oceanicas,
probablemente ubicadas al este de los 80°W y al norte de los 40°S, entre los meses de abril y junio de
cada aflo. Luego retornarfan para utilizar zonas de alimentacién ubicadas en la eco-region nor-
Magallanica, es decir, entre el Canal de Chacao y la Peninsula de Taitao. Esta ultima zona seria
también el area principal de reclutamiento a la pesqueria. Desde ella, la mayor parte de los adultos
migrarfa hacia el norte, a partir de octubre de cada afio, para completar asi un nuevo ciclo anual,
similar al ya descrito. Contingentes secundarios de adultos permanecerfan en aguas costeras y
postergarian su desove o desovarian tardiamente en areas de desove secundarias, probablemente
ubicadas hacia el norte del rango de distribucion de la especie. Este grupo explicarfa los valores de
IGS relativamente altos, observados en adultos costeros hacia el final del invierno (Leal & Oyarzin
2003). Es posible, por ultimo, imaginar la existencia de otro contingente secundario, que pareceria
migrar hacia el extremo sur y podria seguir un ciclo alternativo al ya descrito, pero atn muy dificil de
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Figura 68. Ciclo de vida dominante de reineta, Brama australis, propuesto como hipétesis a partir de la
informacion recopilada durante el presente estudio.
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Discusion de resultados, Consideraciones generales

A continuacién se exponen las principales consideraciones respecto a los resultados y conclusiones
del proyecto:

Se destaca los esfuerzos en muestreo realizados por el equipo del Instituto de Fomento Pesquero, en
particular la rigurosidad en el almacenamiento y envio de las muestras.

Se destaca los esfuerzos en muestreo de ejemplares provenientes de la zona austral, al sur de la boca
del Guafo procedentes de la pesca Industrial, y de los buques de investigacion Cabo de Hornos.

Se recolectaron y analizaron mas ejemplares de los comprometidos.

Se plantearon tres consultas relativas al muestreo:

1) ¢Porque no se incluyeron muestras de los artesanales VII Region?; L. Camila Bustos (SSPA).
R: Si bien en la VII region se advierte desembarque artesanal de reineta en los registros oficiales, la
actividad es baja y esporadica. Esto dificulta la detecciéon de embarcaciones con presencia de la
especie y por lo tanto su muestreo. El disefio de muestreo propuesto en la Oferta Técnica considerd
personal embarcado y dado que en la VII Regién la flota reinetera monitoreada por el IFOP
corresponde a botes menores de 9 metros, no era posible embarcar observadores cientificos por la
capacidad de las naves. Para futuros estudios es posible asignar una zona de referencia a esta flota,
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dado el escaso radio de acciéon de las embarcaciones y de esta manera favorecer la inclusiéon de
muestras de una zona mas amplia, sobre la base de una georreferenciaciéon menos estricta.

2) ¢Es correcta la posicién de las muestras situadas en el mar interior de la X Region?; Edwin
Niklitchek (U. Los Lagos).

R: Se reviso la base de datos y efectivamente se detectd un error de asignacion de zona. El muestreo
en cuestion es de la Zona 3, barco FRIOSUR VIII, Fecha zarpe 1/10/2014 y Fecha recalada el
6/10/2014, el cual dice: Longitud inicio -73.11 y debe decir -75.11.

Sin embargo no se debe descartar la presencia de la especie en algunas zonas de aguas interiores tal
como lo indicado en el trabajo de San Martin y Leal (2011). En efecto, antecedentes recopilados en
otros estudios (evaluacion directa de pelagicos) demuestran la presencia de Brama australis en aguas
interiores de la X y XI regiones.

3) ¢Porque aparece una franja tan delgada de distribucién de reineta en el mapa de San Martin
et. al.,(2011)?. Edwin Niklitchek (U. Los Lagos).

R: Se consulté a San Martin sobre el mapa de distribucién de reineta y comentd que se hizo en base a
datos histéricos de la pesquetia de arrastre de la zona austral y cruceros de evaluacion del B/I Abate
Molina, por lo cual la mayoria de los puntos se sitia en la zona de caladeros de la plataforma
continental. Ademas se revisaron cruceros de evaluacién de jurel y pesquerfa industrial pelagica, pero
la presencia de reineta fue minima. El mapa no considerd la pesqueria artesanal, informaciéon que
seguin datos del proyecto Seguimiento, evidencia una distribucién de reineta mas extendida hacia el
oeste.

Se indica en futuros estudios evaluar y considerar el efecto de la independencia de las muestras en los
resultados.

Se destacada que en el analisis genético de las muestras, se evidencia la presencia de ejemplares del
genero Xenobrama. Futuros estudios deberfan considerar la presencia de esta especie en las captura de
Brama australis y lograr una correcta identificacién para aislar o separar los resultados relativos a cada
especie.

Debido a la presencia de ejemplares de Xenobrama, y 1a distribucién geografica que se amplia hacia el
Pacifico oeste, se sugiere en futuros estudios incluir ejemplares provenientes de los mares de Nueva

Z.elanda.

En el analisis genético no se observan diferencias significativas al agrupar las muestras entre zonas
administrativas, al analizar las muestras en un contexto biogeografico, la zona mesomagallanica
muestra {ndices de estructuraciéon genética de mayor magnitud, pero no significativos. Se sugiere
realizar un analisis de poder estadistico considerando las cinco zonas biogeograficas.

En el analisis de morfometria corporal se evidencia diferencias significativas en las formas corporales
de ejemplares provenientes de la zona centro-sur y la zona Austral, diferencias que no se aprecian
visualmente en las muestras. Estas diferencias se consideran marginales, sin tener claridad de la
significancia biologica de esta diferenciacion estadistica.
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El andlisis de patrones de historia de vida, en términos de patrones de distribucién de abundancia,
sugiere la existencia de dos zonas distintas en cuanto a valores de captura, rendimiento de pesca y
presencia del recurso reineta en la costa chilena; este patrén de distribucion de la abundancia es
concordante con diferencias estadisticamente significativas en la estructura de tamafios y pesos de los
ejemplares capturados en cada zona. Adicionalmente, el andlisis de tasas de crecimiento mostro
diferencias estadisticamente significativas entre los ejemplares provenientes de zonas distintas. En
términos de indicadores reproductivos, los datos disponibles no permiten aseverar particularidades
del proceso reproductivo, ni mucho menos discriminar el mismo entre zonas de manera definitiva.
Finalmente, se destaca que los resultados encontrados deben ser tomados de manera referencial y ser
indagados con mayor profundidad, debido a que la base de datos utilizada (sector industrial) solo
representa un 10% de las capturas a nivel nacional. Se sugiere hacer esfuerzos de investigacion y
manejo para mejorar tanto la georeferenciacion de la informacién proveniente de la flota artesanal
como determinar el proceso/ desarrollo reproductivo del recutso.

En el caso del analisis de la fauna parasitaria, las diferencias estadisticas observadas se indican sélo
para especies de parasitos en particular, correspondiendo a parasitos tipicos de peces mas oceanicos
(e.g Didymozoidea) como tunidos y scombridos, lo que permite sugerir que los ejemplares analizados
estan en algin momento de su ciclo de vida presente en aguas oceanicas. LLa comunidad parasitaria
no muestra diferencias entre las muestras analizadas.

Los resultados de la quimica de otolitos, en particular, carbono 13, y magnesio, si bien indican
diferencias significativas en comparaciones entre la zona mesomagallanica y el resto, y agrupando las
muestras en zonas administrativas, estas diferencias se consideran marginales, sin un patrén légico
que permita identificar diversos origenes de las muestras analizadas.

Al considerar los resultados de las diversas herramientas de estudio aqui utilizadas, se considera la
identificaciéon de una sola unidad evolutiva de la reineta en el area de estudio, sin identificar y
delimitar mds de una unidad demografica como parte de esta gran agrupacion reproductiva.
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