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1.1.

Resumen Ejecutivo.

Micromesistius australis (merluza de tres aletas) es una especie mesopelagica, de gran movilidad que
muestra estrecha relacion con las aguas subantarticas. Se encuentra asociada a la plataforma y talud
continental de la regiéon sur austral de Chile y Argentina, Mar de Scotia (alrededor de las islas
Georgias, Shetland del Sur, Orcadas) y sur de Nueva Zelanda (Cousseau & Perrota. 2000, Lillo et al.
2005).

Tanto en el sector Atlantico como en el Pacifico la actividad pesquera esta fuertemente relacionada
con migraciones reproductivas hacia las zonas de desove, situadas al sur de las Islas Malvinas
(Falkland) en el Atlantico sur-occidental y en el entorno del Golfo de Penas en el Pacifico sur-oriental
(Céspedes et al. 1998, Pajaro & Macchi 2001). Este desplazamiento ha llevado a postular diversas
hipétesis sobre la dinamica espacial e identidad poblacional del recurso, para explicar las variaciones
estacionales en su distribucion y biomasa (Paya et al. 2002)

En este proyecto, la identificaciéon de unidades poblacionales de merluza de tres aletas es abordada
mediante la aplicaciéon e integraciéon de diversos enfoques metodolégicos: genético, biologico-
pesquero, morfologia de otolitos, prevalencia parasitaria y microquimica de otolitos.

Las técnicas utilizadas hoy en dfa en la determinacién de stock pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos: técnicas de analisis fenotipico y técnicas de analisis genotipico.

Dentro de las técnicas de andlisis fenotipico se encuentra la meristica, morfometria, morfometria de
otolitos, parametros clave de la historia de vida, prevalencia parasitaria, composiciéon de isétopos en
otolitos.

Dentro de las técnicas de analisis genotipico se encuentran las aloenzimas, RFLP (amplificacion
aleatoria de segmentos polimoérficos de ADN), RAPD (amplificaciéon aleatoria de fragmentos
polimérficos de DNA), AFLP (largos fragmentos polimoérficos amplificados), VNTRs (nimero
variable de repeticiones en taindem) donde se encuentran los minisatélites y los microsatélites y
ADNmt-RFLP.

El disefio muestreal aplicado se oriento a evaluar la hipétesis nula de un sélo gran stock de merluza de
tres aletas en el cono sur de América, el cual incluye individuos originados en al menos dos areas
distintas de desove; una ubicada en el Oceano Pacifico, al sur de la Peninsula de Taitao y otra en el
Oceano Atlantico, en la proximidad de las Islas Malvinas (Falkland). A partir de los resultados
obtenidos, se aplicé un procedimiento (O'Brien & Muller 1993)de estimacion prospectiva del nimero
de muestras necesarias para alcanzar una potencia estadistica predeterminada.

El analisis prospectivo de potencia y tamafio muestreal indicd, para las aproximaciones mas
convencionales, tamafios minimos de muestras entre 11 y 421 ejemplares, dependiendo de la hipotesis
evaluada y de la técnica empleada.

Las técnicas que alcanzaron una mayor potencia estadistica correspondieron al analisis de isétopos
estables en otolitos y de composicion parasitaria en estomagos y musculatura.

El analisis genético en cinco loci microsatélites presentaron alta variabilidad y en general los valores de
heterocigosidad fueron mas altos en la zona 4 (Is. Malvinas/Falkland) que en individuos de la zona 1
(Pacifico sur).

Para el Dloop se utilizé las primeras 410 pares de base, de ellas 337 fueron sitios invariantes y 73
fueron variables, su valor de diversidad genética fue bajo, el numero de haplotipos varié entre 1y 6.

Para el ND1 los valores fueron mayores que para Dloop, el numero de haplotipos varié entre 1y 19.



No se observa estructuracion poblacional con ninguno de estos marcadores mitocondriales. Para D-
loop el haplotipo mas frecuente es H1, que esta presente en gran magnitud en todas las poblaciones
analizadas y presenta una topologia estrellada, frecuentemente asociada a poblaciones en expansion.
Por otro lado para ND1 el haplotipo mas frecuente fue H2, presente en todas las zonas analizadas. La
topologia es del tipo estrellada, al igual que D-loop.

El analisis de morfometria de otolitos utilizando descriptores de Fourier, indica que el modelo que
considera la zona como factor predictor de la estructura multivariada de los coeficientes es
significativamente mejor que el modelo que considera los datos de ambas zonas agrupados.
Coincidentemente, el analisis discriminatorio lineal logra clasificar exitosamente el 93,8% de los datos.

Se encontré evidencia de diferencias significativas entre zonas en algunos de sus parametros vitales y
demograficos, incluyendo estructura de talla, tasa de crecimiento y madurez sexual.

Los resultados indican fuertes diferencias en todos los procesos de la historia de vida de las cohortes,
este tipo de analisis indica que los stocks del Atlantico sur y del Pacifico sur pueden ser considerados
funcionando de manera separada una vez que se realiza el reclutamiento.

El analisis de prevalencia parasitaria indica que para los endoparasitos que alcanzan su estado adulto
en M. australis, se destacan las diferencias encontradas en la prevalencia y/o abundancia de Ascarophis
§p entre las muestras de las zona 2 y zona 3 con la de la zona 4 y la zona 1, que indica diferencias
relacionadas necesariamente a variaciones de la dieta de la merluza de tres aletas entre las zonas de
pesca examinadas.

Entre los ectoparasitos, no se encontraron diferencias notables en prevalencia o abundancia
(Diclidophora micromesisti y Chondrachantus sp.) lo que sugiere que estos taxa se transmiten en forma
homogénea entre sus hospedadores en el rango geografico muestreado.

Las diferencias en el parasitismo que se observan entre las cuatro zonas de pesca pueden interpretarse
como resultantes de las condiciones ecoldgicas en que viven las merluzas de tres aletas en las distintas
zonas de pesca y seflalan que no constituyen una unidad ecolégicamente homogénea, la que se
distinguirfa por la permanencia diferencial de las merluzas de tres aletas en cada zona de pesca.

El analisis exploratorio de elementos sugirié diferencias en las concentraciones de estroncio y bario y
de los isétopos de carbono y oxigeno entre la zona Atlantico y Pacifico.

Las concentraciones medias de Ba y Sr fueron mas altas en las muestras procedentes del Oceano
Atlantico alcanzando valores de 18 pg'g”’ +1,1 (EE) y 1950 pg g'£60 (EE), respectivamente. En el
grupo de muestras obtenido en el Océano Pacifico la concentracion media de Ba fue de 9 pg-g' £1,1
(EE), mientras que la de St llegd a 720 pg'g'+60 (EE).

El analisis de is6topos estables indicé un efecto significativo (p<<0,001) del area de muestreo sobre las
concentraciones relativas de los isétopos 8°C y 8'°O. La concentracion relativa de 8"°C fue mayor en
las muestras del Pacifico (0,3 %o * 0,11 EE) que en aquellas procedentes del Atlantico (-1,2%0%0,11
EE).
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1.2. Antecedentes.

El género Micromesistius esta representado a nivel mundial por dos especies: M. poutasson (Risso, 1820)
en el Noratlantico y Mediterraneo, y M. australis (Norman, 1937), en el Atlantico sudoccidental,
Pacifico sur-oriental y Nueva Zelanda. Micromesistius anstralis (merluza de tres aletas) se describe como
una especie mesopelagica, euribatica, de gran movilidad. Muestra estrecha relaciéon con las aguas
subantarticas, y se le encuentra asociada a la plataforma y talud continental de la regién sur austral de
Chile y Argentina, Mar de Scotia (alrededor de las islas Georgias, Shetland del Sur, Orcadas) y sur de
Nueva Zelanda. Dentro de la plataforma argentina se distribuye desde los 37°S hasta los 55°S y se
encuentra relacionada con temperaturas de fondo que fluctdan entre los 3-10°C. En el Océano
Pacifico sur-oriental se extiende entre las latitudes 42° S y 57° §, en un rango de profundidades de 130
a 800 m (Lillo et al. 2007).

En el sector Atlantico cercano a las Islas Malvinas (Falkland), donde se encuentra la mayor
concentracién del recurso, el stock ha sido fuertemente explotado durante los dltimos 20 afos
causando una fuerte reduccion en sus niveles de biomasa (Macchi et al. 2005). En Chile, la explotacion
comercial de merluza de tres aletas se inicié6 de manera indirecta en la década del 70 con el desarrollo
de la pesqueria demersal-austral (PDA), donde la merluza de tres aletas formaba parte de la fauna
acompafiante de los recursos objetivo: merluza de cola y congrio dorado. Entre los afios 1981 y 1992
los desembarques fluctuaron entre las 2.000 y 5.000 t, pero en los afios siguientes se incrementaron
progresivamente a niveles superiores a las 20.000 t anuales. Actualmente, el recurso se encuentra
declarado en régimen de plena explotacion al sur del paralelo 41° 28,6° S, y es regulado mediante
Limites Maximos de Captura por Armador (D. Ex. N°® 1587 21.12.2005; D. Ex. N° 1362 30.12.2005).
Se debe considerar que, ademas de su valor econémico, la especie desempefia un importante rol en la
trama trofica del ecosistema sur- austral siendo consumidor de zooplancton e integrante de la dieta de
otras especies demersales, como por ejemplo merluza del sur y congrio dorado (Lillo et al. 2007).

Merluza de tres aletas es una especie relativamente longeva, la edad maxima estimada para la poblacion
virgen en el Oceano Atlantico es de 30 afios (Woéhler et al. 2001). Actualmente, se han recolectado
individuos desde las costas del Pacifico de no mas de 20 afios con un rango de talla de 32-64 cm (Lillo
et al. 2005) y desde el Atlantico suroccidental individuos de hasta 23 afios con un rango de talla de 17-
60 cm (Cassia 2000). Los valores estimados de mortalidad natural para hembras son de 0,20 a 0,33
afio”' y para machos de 0,23-0,29" (Ojeda et al. 1998).

En lo que respecta a su proceso reproductivo, merluza de tres aletas presenta un desarrollo ovarico de
tipo sincrénico, con un solo grupo modal de ovocitos (450 - 1.125 micras) que madura para ser
desovados en tandas sucesivas en corto tiempo, sin que se registte un proceso continuo de
reclutamiento desde el stock de ovocitos maduros en reserva, caracteristicas que la identifican como
un desovador parcial con fecundidad anual determinada (Lillo et al. 2002). EI valor de fecundidad
visto para una hembra de 51,1 cm LT es cercano a los 478 mil ovocitos (Macchi & Pijaro 1999).
Ademas, se ha descrito que esta especie tiene un crecimiento relativamente rapido, ya que el 60 % de la
longitud téorica maxima se alcanza en la primera madurez sexual. En las costas del Pacifico comienza
a desovar a una talla de 31 cm (2 afos) y sobre 45 cm de longitud la totalidad de las hembras se
encuentran maduras (Lillo et al. 2002, Cérdova et al. 2003). Al igual que en otras especies, las hembras
alcanzan tallas mayores a la de lo machos. Para individuos del Atlantico sudoccidental se ha reportado
que el mayor incremento de longitud anual ocurre entre los 4-5 primeros afios, edad a la que alcanzan
una talla de 38-45 cm, rango que coincide con la de su madurez sexual. Estudios realizados en el stock
del Atlantico sefialan una talla media de madurez de 35,4 cm para machos y 38,01 cm para hembras
(Sanchez et al. 1986), mientras que Macchi & Pajaro (1999) sefialan un valor menor cercano a los 31
cm para hembras.
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El proceso de desove en el Pacifico se lleva a cabo entre mediados de julio y septiembre (Cérdova &
Céspedes 1997, Lillo & Céspedes 1998, Lillo et al. 2002, Cérdova et al. 2003). A este respecto, los
datos recolectados sefialan que en promedio la mayor actividad reproductiva se localiza en el bimestre
agosto-septiembre, con mas del 50% de las hembras en proceso de desove activo. En septiembre se ha
observado un 73% de gonadas en regresion y hacia octubre y noviembre, junto a los ejemplares con
gonadas en regresion se ha observado hembras inmaduras, pero ninguna en proceso de desove
(Saavedra et al. 2007). En el Atlantico suroccidental, el desove anual se produce entre agosto y
septiembre, prolongandose ocasionalmente hasta noviembre (Sanchez et al. 1980).

Tanto en el sector Atlantico como en el Pacifico la actividad pesquera se relaciona con una migracion
reproductiva hacia las zonas de desove. Se ha observado que a mediados de ano el recurso ingresa a las
costas chilenas por el extremo sur desde aguas atlanticas (mayo o junio), desplazandose al norte para
desovar alrededor de agosto, permaneciendo en aguas chilenas asociado a la plataforma y talud
continental, hasta noviembre de cada afno. Luego del desove el recurso retornaria al Atlantico. Esta
secuencia de eventos restringe la actividad extractiva en el Pacifico entre los meses de mayo a
noviembre. Por otro lado, en el Atlantico el patrén migratorio sugerido es un desplazamiento de
grandes cardimenes que atraviesan la zona oeste del Banco de Burdwood por el sur a inicios de
invierno, con altas concentraciones al oeste de la Isla de los Estados. Luego continua el
desplazamiento con direccién a la costa sur de las Islas Malvinas (Falkland), en invierno y en
primavera, presentaindose en dicha 4rea una mayor actividad reproductiva donde los cardumenes se
mueven hacia afuera y el interior del area para desovar. Posteriormente para cerrar el patron
migratorio se sugiere una probable dispersion en direccion sur en el verano (Céspedes et al. 1998). Las
conductas migratorias descritas, presentan la posibilidad de uno o mas stock compartidos entre el
Pacifico y el Atlantico. Sin embargo, existe informacion que indica que la flota Argentina explota una
fraccion del recurso al sur de la Isla de los Estados, previo al ingreso del recurso e inicios de la
temporada de pesca en Chile, e inmediatamente después de terminada la temporada en aguas
nacionales (noviembre-diciembre), lo que sugiere que parte del stock que ingresa anualmente a aguas
nacionales es sometido a una presion de pesca en el lado Atlantico y por ende, el stock explotado en
aguas nacionales no conformarfa una unidad cerrada (Paya et al. 2002). Entonces, si la poblacion de
merluza de tres aletas perteneciente al cono sur de América corresponde a un sélo gran stock, se hace
imprescindible realizar un manejo armoénico del recurso para evitar la sobreexplotacion. Entonces,
considerando todos estos antecedentes, se proponen las siguientes hipotesis:

1. Existe un sélo gran stock de merluza de tres aletas en el cono sur de América, que segrega
hacia dos distintas areas de desove. Lillo (Paya et al. 2002), postula que durante el periodo de
verano-comienzos de otofio la merluza de tres aletas se sitda en el Mar de Escocia, en una
etapa de alimentacién. Hacia fines de otofio inicia un desplazamiento migratorio-reproductivo
hacia la plataforma y talud continental del Atlantico sudoccidental y Pacifico sudoriental,
alcanzando hacia mediados de invierno las areas de desove, situadas entre las latitudes 49-53° S
y 47-51° §, respectivamente. Una vez finalizado el evento reproductivo, la merluza de tres
aletas iniciarfa un nuevo desplazamiento, esta vez de caracter trofico, en direccion al sur hacia
el Mar de Escocia.

2. Existen dos stock de mertluza de tres aletas en el cono sur de América, con un 4rea de desove
determinada para cada una ellas. El desove ocurre en periodos similares (julio-septiembre).
Esta hipotesis sugiere la posibilidad de dos unidades de stock que desarrollan todo su ciclo
vital en su respectivo océano.

La mayoria de los métodos de evaluacion de stock modelan la dindamica de las poblaciones asumiendo
que son poblaciones cerradas y homogéneas en sus caracteristicas de historia de vida. Considerando el
alcance de las hipotesis planteadas, resulta prioritario estudiar y definir la identidad de la(s) unidad(es)
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poblacionales de merluza de tres aletas incluyendo las zonas de desove en ambos océanos, para
entender la dinamica de su diferenciacién espacial-temporal y aplicar esta informaciéon en el manejo
pesquero y sustentabilidad del recurso.

1.3. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general.

Identificar unidad(es) poblacional(es) de merluza de tres aletas (Micromesistins australis).

1.3.2. Obijetivos especificos.

Objetivo 1:

Objetivo 2:

Objetivo 3:

Realizar una revision bibliografica de las metodologias mas robustas para la
identificacion de unidades poblacionales (e.g. ADN, electroforesis de isoenzimas en gel
de almidén, indices metisticos y/o estudios de parisitos, entre otros)

Establecer un disefio experimental (temporal y geograficamente adecuado) que permita
identificar la(s) unidad(es) poblacional(es) de la especie.

Identificar unidad(es) poblacional(es) en merluza de tres aletas (Micromesistius anstralis) y
su respectiva area de distribucion geografica.

14



PRESENTACION DE RESULTADOS POR OBJETIVO ESPECIFICO

2.

Realizar una revision bibliografica de las metodologias mas robustas para la
identificacién de unidades poblacionales (e.g. ADN, electroforesis de isoenzimas
en gel de almidén, indices meristicos y/o estudios de parasitos, entre otros).
(Objetivo 1).

Ximena Valenzuela', Edwin Niklitschek'

'"Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda

2.1. Introduccion.

El concepto de stock es fundamental para el manejo de los recursos pesqueros, dado que este forma la
“unidad basica” sobre la cual los modelos de dinamica poblacional son aplicados. Una adecuada
identificaciéon de stock es fundamental para la correcta evaluacion del estado de una pesqueria y es
fundamental para adoptar medidas de manejo apropiadas para asegurar la sustentabilidad de un
recurso. A pesar de su importancia, no existe una definicion clara del concepto de stock, ya que este
depende del objetivo propuesto y del campo del conocimiento en el cual el investigador desarrolla su
trabajo (Guerra Sierra & Sanchez Lizaso 1998, Abaunza et al. 2008). En un comienzo stock
correspondié a un concepto netamente productivo relacionado directamente con la extracciéon del
recurso por parte de la industria pesquera, donde stock era equivalente a una fuente de extraccion de
peces. En una perspectiva productiva mas amplia, stock corresponderia a una porciéon especifica de
una poblacién que es influenciada por una actividad antropogénica, la que afecta la productividad de la
poblacion. Esta definicién pasa a ser puramente operacional, en la cual la porcién de los peces
expuesta a la pesqueria se define como stock. Otra acepcién lo define como una poblacién de peces
que se comporta como una unidad cohesiva cuyos miembros exhiben respuestas comunes a
condiciones medioambientales dentro de sus limites geograficos (Waldman 2005). Sin embargo, una de
las definiciones mas aceptadas es la de Thssen (1981) fide Waldman (2005) quien propuso que stock es
un grupo intraespecifico de individuos apareados al azar con una integridad temporal y espacial. Con
el tiempo el concepto de stock tendié hacia una definicién mas tedrica, fuertemente influenciada por
el desarrollo de nuevas técnicas moleculares procedentes del campo de la genética. Debido a las
variaciones en la definicién de este importante concepto, decidimos hablar de stock para referirnos a
unidades poblacionales relevantes para el manejo pesquero, siguiendo la definiciéon de Thssen (1981)

fide Waldman(2005).

2.2. Determinacion de unidades de stock.

Las técnicas utilizadas hoy en dia en la determinacién de stock pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos: técnicas de analisis fenotipico y técnicas de analisis genotipico.

2.2.1. Marcadores fenotipicos.

Estas técnicas de analisis se basan en las variaciones fenotipicas de individuos de stock diferentes lo
que proporciona una base indirecta para determinar la estructura del stock y aunque no se obtiene
evidencia directa de aislacion genética entre stock, puede indicar una prolongada separacion de
individuos de estadios post larvales en diferentes regimenes medioambientales (Begg & Waldman
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1999). Los analisis morfométricos comprenden el estudio de rasgos genéticos cuantitativos,
controlados normalmente por muchos genes y afectados por el medioambiente donde ellos son
expresados (Swain et al. 2005). Los principales métodos de andlisis fenotipicos utilizados en peces se
detallan a continuacién:

Meristica.

Este método se basa en el recuento de caracteres meristicos como los radios de la segunda aleta
dorsal, los radios de la aleta pectoral, las branquiespinas, las barbillas mentonianas, las escamas de la
linea lateral, las hileras longitudinales de escamas de la linea lateral o el nimero de vértebras, para
comparar especimenes provenientes de diferentes areas. La obtencién de las muestras debe
considerar el tipo de arte de pesca y su selectividad, para asegurar que todas las tallas estén
representadas, ademas de la seleccion de los caracteres meristicos cuantificables importantes,
debido a que algunos de estos caracteres presentan distinto grado de variabilidad y por lo tanto,
debe evaluarse cuales son pertinentes para su uso. Los caracteres meristicos mas estables no
permiten ser utilizados para discriminar grupos de peces, como por ejemplo los radios de las aletas
pectorales y dorsales, mientras que otros caracteres son sumamente variables y dependen, en
algunos casos de los parametros ambientales (temperatura, salinidad) y, por lo tanto, tampoco son
utiles. La principal inconveniencia de esta técnica es que su aplicaciéon demanda mucho tiempo y
recursos y precisa de personal técnico especializado para el reconocimiento y recuento de
estructuras (Volpedo et al. 2000).

Morfometria.

Este método se basa en la medicién de diferentes estructuras de los peces, como por ejemplo
longitud de la cabeza, altura del cuerpo, diametro del ojo, longitud de la quijada superior e inferior,
longitud de las aletas (pectorales, pélvicas, dorsales y anal), altura del pedunculo caudal, entre otras.
La obtencién de la muestra debe considerar el arte de pesca y su selectividad, especificando el rango
de tallas considerado para las cuales se plantean las relaciones morfométricas y el sexo, ya que es
posible que existan diferencias morfométricas entre sexos y estadios de vida (juveniles y adultos).
En Nueva Zelanda, se realizé un analisis morfométrico en M. australis, para comparar individuos
obtenidos desde diferentes areas costeras, el resultado sugirié que pertenecen a stock diferentes
(Hanchet 1999). La principal desventaja de este método, al igual que en la comparacion de los
caracteres meristicos, es que demanda mucho tiempo y recursos, ademas de precisar de personal
técnico especializado para el reconocimiento y medicion de las estructuras (Volpedo et al. 20006).

Morfometria de otolitos.

También denominado método del contorno, cuantifica geometricamente el borde de la estructura
para luego determinar las variaciones de la forma dentro y entre grupos (Cadrin et al. 2005) y de
esta manera discriminar acerca de la existencia de uno o mas stock. Este analisis ha avanzado
considerablemente, en un comienzo se realizaron mediciones de distancias lineares simples de la
estructura, hoy en dia se realizan derivacién de variables geométricas (Cadrin et al. 2005). En un
estudio realizado por Galleguillos et al. (1996) se midieron 11 variables (distancias) distintas de
otolito de sardina comuin (Strangomera bentincki) y de anchoveta (Engraulis ringens). Los resultados
permitieron sugerir, en ambas especies, las muestras correspondian a stock distintos. En un estudio
reciente (Niklitschek et al. 2009)se incorpord la tecnologia digital para obtener una imagen del
contorno de otolitos de orange roughy (Hoplostethus atlanticus) aunque en este caso los resultados
muestran que las zonas en comparacion no presentan diferencias significativas.
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Microestructura de otolitos

Esta técnica es utilizada para identificar grupos que fueron espacial o temporalmente discretos en
un punto particular de su historia de vida. Cuando las diferencias medibles aumentan en la porcion
larval temprana del otolito, indica que los grupos fueron espacial o temporalmente distintos poco
después de la eclosién, y puede insinuar distintos origenes de desove (Brophy & King 2007). Lo
anterior queda ejemplificado en un estudio que examino la historia de crecimiento larval registrada
en otolitos de individuos adultos de Micromesistius poutasson, en el se observé que las muestras
examinadas presentaron diferentes patrones de crecimiento segin el area de muestreo, esto sugirié
la existencia de dos poblaciones con diferentes vias divergentes de dispersion, lo que proporciona
una herramienta para la discriminacién entre stocks debido a su naturaleza cronolégica (Brophy &
King 2007). Otro estudio validé el método de analisis de microestructura de otolitos de Clupea
harengus, especificamente la evaluacion visual de las medidas de crecimiento, como una
aproximacion a la separacion de stock desde una mezcla de stock. Para esto, comparé el método
morfométrico con un método objetivo cuantitativo basado en la estimacién del tiempo de crianza
de Clupea harengus sobre un modelamiento lineal. A partir de esta investigacion, se determiné que la
inspeccién visual concuerda en un 89% con la estimacién objetiva, lo que respalda la utilizacion de
morfometria de otolitos en la determinacion de stock (Clausen et al. 2007).

Pardmetros claves de la historia de vida.

Los parametros de historia de vida son la consecuencia de las estrategias de vida a la cual los stock
de peces han sido sometidos, reflejando la dindmica del stock, el que incluye los parametros de la
poblacién vital intrinseca como abundancia, crecimiento, sobrevivencia, reproduccion, madurez y
reclutamiento. Se cree que la estimaciéon de estos parametros, es representativo de un pez unico
dentro de un stock y puede ser usado para distinguir entre un stock discreto de peces ya que estos
parametros son la expresion fenotipica de la interacciéon entre el genotipo y el ambiente. Como
resultado, las diferencias de los parametros de vida entre grupos de peces son asumidas como
evidencia de que las poblaciones de peces son geograficamente y/o reproductivamente aisladas y
por lo tanto, para propositos de manejo se considera que son stock discretos (Begg 2005). Por otro
lado, se ha observado que al evaluar el stock con diversas aproximaciones, los parametros claves de
la historia de vida proporcionan informacién que concuerda con el resto de las técnicas utilizadas
(Abaunza et al. 2008). En Chile Galleguillos et al. (1996) han utilizado esta técnica, para
determinacion de stock de sardina coman (S#rangomera bentincki) y anchoveta (Engraulis ringens).

Prevalencia parasitaria.

El uso de parasitos como marcas biologicas proporciona informacion sobre diversos aspectos de la
biologia del huésped. El principio de este analisis se basa en el uso de parasitos como marcas en el
estudios de poblaciones de peces, en el cual el pez es infectado por el parasito sélo cuando ellos se
encuentran dentro del area endémica del parasito (area geografica en la cual las condiciones son
propicias para la transmision del parasito). Si se encuentra un pez infectado fuera del area endémica,
se puede inferir que este pez ha estado dentro del 4rea alguna vez en su historia pasada (Castro-
Papillén et al. 2002, Cuyas et al. 2004, Incorvaia & Hernandez 2006, Mackenzie et al. 2008,
Mattiucci et al. 2008). Esta técnica se inicia con la recoleccion, clasificacion y registro de los
parasitos desde diferentes lugares geograficos, luego se determina aquellos que son mas efectivos
como marcas bioldgicas y finalmente se correlaciona la presencia de éstos en peces extraidos de
diferentes regiones de estudio (Mackenzie et al. 2008) lograron determinar que las larvas de
nematodos Anisakis spp. y Hysterothylacium aduncum presentes en Trachurus trachurus son las marcas
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biolégicas mas efectivas para esta especie, junto con esto, determinaron a partir de las distintas
variaciones de la infeccién en las muestras obtenidas desde diferentes areas geograficas del mar
Mediterraneo, que esta especie se divide en tres stocks. Otros ejemplos de la efectividad de esta
técnica en la determinacién de stock han sido reportados en las especies Xiphias gladins (Castro-
Papillon et al. 2002), Serranus atricanda (Cuyas et al. 2004), Trachurus trachurus (Mattiucci et al. 2008) y
Macruronus magellanicus (Incorvaia & Hernandez 2000).

vii. - Composicion de isétopos en otolitos.

Los otolitos son estructuras calcareas, estin compuestas principalmente de carbonato de calcio y se
encuentran situados en el interior del aparato vestibular de los peces teledsteos. Su funcion
fisiol6gica es mantener la otientacion y/o equilibrio (Campana 1999). Ademds de su utilizacion
como marcadores cronologicos (Pannella 1971, Campana & Thorrold 2001), se ha demostrado que
estas estructuras tienen la habilidad de incorporar a su matriz de carbonato de calcio inclusiones
sutiles de elementos quimicos de manera diaria, registrando asi las variables ambientales como
temperatura y salinidad (Campana & Thorrold 2001, Elsdon & Gillanders 2002). La composicion
quimica de los otolitos sirve como marcas naturales o seflales quimicas que reflejan diferencias en la
composicion quimica de habitat particulares, transformandose en un reflejo de las condiciones
medioambientales que experimenta cada pez en forma individual (Secor et al. 1995b) (Campana
2005). Todo esto los convierte en una excelente herramienta para reconstruir la historia ambiental
de un pez y sus patrones migratorios a partir de los cuales se pueden identificar stock (Secor et al.
1995b, Thorrold et al. 1997, Secor 1999, Begg et al. 2005, Campana 2005). Los microelementos
utilizados como registro de las condiciones ambientales que experimenta el pez se encuentran los
clementos trazas y los isétopos estables de carbono y oxigeno (8°C y 8'%0). Los elementos
mayores y menores o elementos trazas han sido descritos como indicadores ambientales, entre estos
destaca estroncio y bario. Los estudios muestran que la concentracién de estroncio (St/Ca) es un
indicador de salinidad y temperatura, con una relacién directamente proporcional entre ambientes
altamente salinos y la presencia de Sr en otolitos (Secor et al. 1995b, Elsdon & Gillanders 2003b,
Elsdon & Gillanders 2006b). Lo contratio ocutre con Ba, cuya presencia en otolitos (Ba/Ca)
mantiene una relacién negativa con la salinidad del ambiente, dando cuenta de ambientes con baja
concentracion salina (Begg et al. 2005, Elsdon & Gillanders 2005). Las proporciones de isétopos de
oxigeno se encuentran relacionadas con la temperatura y las de isétopos de carbono permite hacer
una aproximacién del metabolismo, reproduccion y/o nivel tréfico (Kalish 1991, Wurster et al.
1999, Rooker & Secor 2004). La deteccion limite varfa entre elementos, pero para aquellos
comunmente examinados el rango es partes por millon (Thresher 1999). La sensibilidad y
resolucion del analisis dependen en parte de la naturaleza del laser utilizado (por ejemplo el ICP-
MS, espectrometro de masa inductivamente acoplado a plasma, permite la determinacién
simultineamente de todos los elementos traza analizados, a diferencia de la espectrometria de
absorcion atémica) como también depende de la capacitacion del operador y de la correcta
interpretacion de los resultados. Una de las grandes ventajas es que el esfuerzo y el tiempo para la
aplicacion de esta técnica en identificacion de stock no es alto y lo mismo ocurre con el tamafno de
la muestra, que es relativamente bajo, ya que se obtienen resultados representativos utilizando
menos de 30 ejemplares por especie (Thresher 1999, Volpedo et al. 20006).

2.2.1. Marcadores genéticos moleculares

El uso de las técnicas genéticas, o marcadores moleculares, en investigacion de pesquerias a
aumentado en los ultimos afilos debido a una creciente conciencia en el valor de estos datos, su éxito
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ha proporcionado una nueva herramienta para el estudio de la estructura de stock (Ward 2000). La
ventaja que tiene este método, en general, es que los datos obtenidos no son afectados por el
medioambiente como ocurre con las caracteristicas fenotipicas. Si las diferencias o variaciones
genéticas, también llamados polimorfismos, son lo suficientemente grandes entre poblaciones o
stocks, las metodologias analiticas permitiran la determinacion de las proporciones de stock dentro
de una mezcla de stock pesquero (Begg et al. 1999, Koljonen & Wilmont 2005). Se denomina
polimorfismo a la variaciéon discontinua y de base genética. El polimorfismo puede ser conspicuo o
no y es la consecuencia de alteraciones en el ADN debido a mutaciones o a la recombinacién. La
variacion a nivel individual, poblacionales o de especie hacen posible encontrar atributos heredables
(morfolégicos o moleculares) que permiten inferir si las variantes bajo estudio pertenecen o no al
mismo organismo, poblacioén o especie (Gonzalez 1998). Los métodos moleculares mas utilizados en
la evaluacion de stock se describen a continuacion:

Aloenzimas y Isoenzimas .

Aloenzimas e Isoenzimas exploran el polimorfismo a nivel de sistemas proteinicos. La utilizacién
de aloenzimas como marcadores genéticos ha sido exitosa en la determinacién de variabilidad y
diferenciacion genética, cualidades que permiten utilizar esta técnica en la identificacion de stock de
peces (Imsiridou et al. 2003). Este método puede analizar un nimero grande de muestras con un
tiempo de analisis relativamente breve, el analisis de laboratorio es simple y no requiere complicadas
técnicas. Sin embargo, debe existir un aislamiento reproductivo suficiente entre stocks para que las
diferencias estadisticas sean significantes, por lo que esta técnica pasa a segundo plano cuando
existen elementos mas resolutivos como los microsatélites. Esta técnica puede ayudar a determinar
stock separados, sin embargo, se reconoce su baja definicion comparada con otros marcadores
moleculares (Galleguillos et al. 1997, Galleguillos et al. 2000, Espinoza et al. 2002, Ayvazian et al.
2004, Larsson et al. 2007).

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

La primera generacion de marcadores de ADN fueron los RFLP. Este método utiliza enzimas de
restriccion para digerir hebras de ADN, generando numerosos fragmentos de ADN. Estos
fragmentos pueden ser separados por electroforesis en gel y las diferencias en los patrones de
fragmentos observados son los llamados RFLP. En sus comienzos el RFLP fueron realizados
utilizando la técnica de Southern blots para resolver los fragmentos de restriccion obtenidos desde
el DNA blanco e hibridizados con sondas radiomarcadas, lo que involucraba mucho tiempo, dinero
y muestras de ADN. Hoy dia, con el desarrollo de la PCR esta tecnologia se hace menos engorrosa
ya que se amplifica un segmento determinado de ADN vy el producto de la amplificacién es
incubado con las enzimas de restriccion apropiadas para finalmente evaluar el patréon de restriccion

en un gel (PCR-RFLP) (Bernatchez & Danzmann 1993, Strachan & Read 1999).

RAPD (amplificacion aleatoria de fragmentos polimdrficos de DNA).

Este método amplifica regiones de ADN elegidas al azar mediante PCR, esto se realiza con una
pareja de partidores arbitrarios. Cualquier secciéon del ADN, flanqueado por sitios de unién a
partidores y de menos de 5.000 pares de base de separacion, sera amplificado por RAPD. Los
fragmentos generados son separados por electroforesis en gel y detectados con tinciéon de bromuro
de etidio o nitrato de plata. Esta técnica no requiere sondas especificas y no utiliza radioisétopos.
Lo atractivo de este método es la simplicidad técnica y su rapidez comparado con otros métodos de
analisis de ADN. Sin embargo, esta técnica tiene algunas limitaciones, los patrones de fragmentos
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de ADN obtenidos, son sensibles a las condiciones de la PCR por lo que es necesario extremar el
cuidado en el desarrollo del método para asegurar asi que el polimorfismo sea repetible. L.a mayoria
de los fragmentos polimorficos en el RAPD aparecen como presencia o ausencia de fragmentos
dominantes (herencia mendeliana). Debido a estas importantes limitaciones y al desarrollo de otros
marcadores moleculares, la aplicaciéon del RAPD se circunscribe a discriminacion de especies y a la
revisiéon de poblaciones cuando los microsatélites no estan disponibles y las aloenzimas muestran
bajo nivel de polimorfismo (Smith 2005). Este método se ha utilizado en estudios poblacionales de
Brycon orbignyanus (Lopera et al. 2008).

Polimorfismo de longitu de fragmentos amplificados (AFLP)

Esta tecnologia combina las ventajas de las enzimas de restriccion utilizadas en RFLP con las
marcas de la PCR utilizadas en RAPD. AFLP se basa en la selectiva amplificacién de un subgrupo
de fragmentos, previamente digeridos, usando PCR cuyo producto es evaluado por electroforesis
en gel de poliacrilamida desnaturante (PAGE). Esta técnica permite una rapida generacion de
grandes datos genéticos. No necesita un conocimiento previo, o informaciéon genética previa de la
especie en estudio y permite tanto la identificaciéon de especies como la determinacion de relaciones
entre muestras diferentes. En la practica, las bandas comunes y conservadas permiten definir la
relacién entre las muestras analizadas, mientras que las banda polimérficas definen diferenciacion.
Esto es observado cuando se realiza analisis genético de poblacion (Zhanjiang 2005).

VINTRs (nsimero variable de repeticiones en tandem).

Existen dos tipos de VNTRs, los minisatélites y los microsatélites (SSR = secuencias unicas
repetidas o STR = repetidos en tandem simples). Estos marcadores difieren en el tamafio del

motivo que se repite (entre 15y 100 pb en los minisatélites o entre 1 y 4 pb en los microsatélites)
(Araneda 2004).

Minisatélites.

Estos marcadores fueron los primeros VNTR estudiados. Esta es una metodologfa multilocus, es
decir, se detectan muchos loci que poseen el minisatélite a la vez, pero no se sabe en qué region del
genoma se encuentran. La muestra de DNA gendémico de cada individuo es digerida con enzimas
de restriccion, los fragmentos son separados de acuerdo a su tamafio por electroforesis en gel,
transferidos a una membrana e hibridados con sondas, que en este caso corresponden al motivo del
minisatélite (southern blot). El producto final de marcas es un patrén de bandas que es especifico
de un individuo (normalmente entre el 15 al 20% de las bandas son compartidas por dos individuos
debido al azar). Las bandas reveladas por esta técnica tienen un patrén de herencia mendeliana,
pues en promedio la mitad de las bandas son derivadas de cada progenitor. Al igual que el RFLP los
minisatélites han perdido popularidad respecto de los microsatélites, debido a las dificultades
técnicas en su desarrollo (Araneda 2004).

Microsatélites.

Una de los marcadores mas ampliamente utilizados han sido los microsatélites debido a la facil
implementaciéon de la técnica en laboratorio una vez desarrollados los partidores para cada loci
(utiliza PCR seguido de electroforesis en condiciones desnaturantes para la determinacién del
tamano del alelo) y por el alto grado de informacién proporcionada (gran nimero alelos por locus)
(Vignal et al. 2002). Los microsatélites son marcadores mas polimérficos que los minisatélites y
poseen la ventaja que pueden ser analizados por PCR. Permiten evaluar la estructura genética,
debido a los altos niveles de variacion genética que son a menudo detectados como locus
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individuales de microsatélites, este gran numero de locus que puede ser analizado, particularmente
con secuenciador automatizado (Wirgin & Waldman 2005). El uso de microsatélites como una
aproximacion a la determinacién de stock ha sido utilizada en estudios en especies como Trachurus
trachurns (Kasapidis & Magoulas 2008) usando muestras provenientes del Mar del Norte y del este
del Mar Meditarraneo; Cyprinus carpin (Kohlmann et al. 2003) provenientes de diversos lugares de
Europa. También existen estudios en merluza, aqui los microsatélites han sido utilizados con éxito
en la determinacion de stock de Micromesistius poutasson (Ryan et al. 2005) y Micromesistins australis
(Ryan et al. 2002). (Ryan et al. 2002) realiz6 analisis de microsatélites y minisatélites en poblaciones
de Micromesistius australis ubicadas en Nueva Zelandia e Islas Malvinas (Falkland), llegando a la
conclusion de que ambas poblaciones son genéticamente distintas.

Los microsatélites destacan entre los marcadores moleculares ya que entregan gran valor para la
discriminacion de stock de peces, gracias a su alto grado de polimorfismo comparado con los otros
marcadores genéticos (Imsiridou et al. 2003). La amplia variedad de métodos moleculares
disponibles hoy en dfa, permite realizar comparaciéon molecular utilizando genes del ADN nuclear
como los del ADN mitocondrial, por direccionamiento de loci que poseen tasas especificas de
mutacion, a través de secuenciacion directa o estimacion indirecta de divergencia genética usando
métodos de diferentes sensibilidad. La eleccién del método tendra un efecto significante sobre la
obtencion de las divergencias estimadas, aunque tal impacto puede ser reducido por el aumento del
numero de loci analizados y las técnicas utilizadas (Carvalho & Hauser 1999).

ADNmt-RELP.

El analisis de las variaciones del ADN mitocondrial han ido direccionando hacia temas de biologia
de poblaciones. Hasta hace poco, las variaciones del ADNmt fueron casi exclusivamente realizadas
con el genoma mitocondrial entero con la ayuda de endonucleasas de restriccién y por separacion
de los fragmentos obtenidos, de acuerdo a su tamafio molecular, por electroforesis en gel (analisis
de RFLP). De esta forma, para cada molécula de ADNmt producida se generaba un patrén de
restriccion particular, con el advenimiento de la PCR se ha logrado generar informaciéon de
secuencias de secciones especificas del genoma a gran escala. Una de sus desventajas es la limitada
cantidad de informacién que se obtiene ya que esta técnica evalia solo dos alelos (sitio presente o
ausente). La ventaja de este analisis es que el genoma mitocondrial esta presente en un gran nimero
de copias de las cuales se obtiene gran cantidad de DNA genémico por medio de varios métodos
de extraccion. Ademds, la alta tasa de mutacién y pequefio tamano de poblacion efectiva, hace que
éste sea a menudo un genoma informativo acerca de los patrones evolutivos y de sus procesos
(Hubert et al. 2008), cobrando un papel preponderante en estudios de variaciones genéticas

intraespecifica de especies con prioridades de manejo y conservacion (Rocha-Olivares & Sandoval-
Castillo 2003, Di Finizio et al. 2007).

La idea del uso de ADN mitocondrial para el analisis de estructura de stock se basa en que si las
muestras tomadas desde individuos de diferentes areas o de la misma 4area en diferentes periodos de
tiempo, pertenecen al mismo stock, ellos contendran los mismos tipos de molécula de ADN
mitocondrial (mitotipos) en similar frecuencia. De lo contrario, si se encuentran diferencias
sustanciales en la distribucion del mitotipo es una fuerte evidencia que estas muestras corresponden
a diferentes stocks caracterizado por un cierto grado de aislamiento genético.

Este método unido a marcadores moleculares como microsatélites ha aportado informacion
relevante a la determinacion de poblaciones de Cyprinus carpin (KKohlmann et al. 2003). Ademas, se
ha desarrollado marcadores moleculares para la trazabilidad de productos pesqueros derivados de la
merluza de tres aletas, con el analisis del segmento citocromo b (Akasaki et al. 2006). No existen
estudios genéticos poblacionales de M. australis basados en ADN mitondrial.
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2.1. Técnicas de analisis de stocks propuestas para esta investigacion.

Un estudio de identificacion de stock requiere ser realizado desde un enfoque holistico, donde el
resultado de los diferentes métodos y técnicas son comparados y complementados unos con otros
(Kohlmann et al. 2003). Un ejemplo de lo anterior lo representa un estudio en que se realizd
determinacién de stock de Trachurus trachurus, (Abaunza et al. 2008) y muestra que la integracion de
los hallazgos provenientes de aproximaciones diferentes (marcadores moleculares, morfomettia,
parasitos como marcas biologicas y parametros de la historia de vida), es la forma mas apropiada
para la identificacién de stocks en este recurso.

Basados en los antecedentes antes mencionados, se utiliz6 una aproximacién holistica en la
determinacion de stock de metluza de tres aletas, Micromesistius australis. Para ello se utiliz6 dos
enfoques: 1) el primero basado en una escala evolutiva que comprende técnicas de genética de
poblaciones, especificamente microsatélites del ADN nuclear y secuenciacion del segmento Dloop
del ADN mitocondrial; y ii) el segundo, basado en una escala ecoldgica, que incluyé morfometria de
otolitos, parametros de la historia de vida, prevalencia de parasitos y composiciéon de is6topos de
otolitos.

Existe poca informacion sobre las técnicas propuestas aplicadas a M. australis, sin embargo, los
métodos elegidos se encuentran dentro de los grupo de marcadores de alta eficiencia en la
determinacion de stocks de especies marinas, lo que es respaldado por la gran cantidad de estudios
realizados con estas técnicas aplicadas en otras especies. Estudios de microsatélites del ADN nuclear
registra sélo un antecedente para M. australis (Ryan et al. 2002), se ha realizado secuenciacion del
segmento ADN mitocondrial con énfasis en el segmento del citocromo b (Akasaki et al. 2006). En
cuanto a morfometria de otolitos, parametros claves de la historia de vida y el marcador de
prevalencia de parasitos son técnicas que no han sido utilizadas con anterioridad para estudios
poblacionales de M. australis 1o que da una connotacién de andlisis innovador para esta especie.
Finalmente, se propuso realizar analisis de la composicion de isétopos de C y O en otolitos, que fue
extendido a la determinaciéon de los microelementos (Sr, Ca, Mn, Mg, Ba), lo que permitié
robustecer nuestro estudio.

El desarrollo de cada una de las técnicas estuvo a cargo de destacados cientificos nacionales, cada
uno experto en su area. Entre ellos se encuentran el Dr. Ricardo Galleguillos de la Universidad de
Concepcidn, que posee una vasta experiencia en el manejo de marcadores genéticos para especies
marinas; el Dr. Mario George-Nascimento de la Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion,
experto en técnicas parasitologicas. A ellos se suma la experiencia del Dr. Rubén Roa y del Dr Edwin
Niklitschek, expertos en disefio de muestreo y analisis estadistico utilizando técnicas de maxima
verosimilitud y utilizacion de modelos lineales generales mixtos para datos correlacionados.
Finalmente, el equipo cont6 con la colaboracién del Dr. David Secor, autoridad mundial en aspectos
teéricos y métodos innovadores para la definicién y discriminaciéon de stocks, y del apoyo de
investigadores de las instituciones de investigacion mas importantes en la zona de distribucion del
recurso en el Océano Atlantico: INIDEP en Argentina y del Falkland Government Fisheries
Department en Islas Malvinas (Falkland).

En Chile, la aproximacioén holistica para estudios de determinacién de stock ha sido empleada
escasamente. En la tabla 1 se muestra un resumen de los trabajos para determinacién de stock en
especies marinas realizados en Chile y las técnicas empleadas en ellos.
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Tabla 1: Trabajos realizados y técnicas utilizadas en Chile para analisis de stock de especies marinas.

Engranlis ringens.

Pardmetros de la historia de
vida, morfometria de otolitos,
morfometria corporal,
prevalencia parasitaria.

Araucania.

Referencia | Especie estudiada M¢étodo de analisis de stock Areas comparadas Conclusiones
(Galleguillos | Strangomera bentincki | Aloenzimas Entre la Regién de Resultados no
etal. 1996) Valparaiso y Region de la concluyentes.

(Ferrada et al.
2002)

Engraulis ringens

PCR-RFLP (ITS y CaM)

Talcahuano y area de
Iquique

Stock unico

(Oyarzan et | D. eleginoides Aloenzimas Lebu, Valdivia, Quellén y  |Stock tnico
al. 2003) Pto. Williams
(Galleguillos | D. eleginoides Microsatélites del ADN nuclear |Costa sudamericana, desde |Stock tnico
et al. 2008) y secuenciaciéon del ADNm Pert pasando por Cabo de |entre Pertd e Is.
(Dloop y ND2). Hornos hasta Isl. Malvinas y |Malvinas; Islas
Georgias del sur. Georgias son
otro stock.
(Galleguillos | St#rangomera bentincki | Aloenzimas San Antonio, Talcahuano y  |Stock tnico
etal. 1997) Puerto Montt
(Espinoza et |Brama australis Aloenzimas Valparaiso y Lebu Stock tnico
al. 2002)
(Uchida et al. |Cancer setosus Aloenzimas Costa de Chile Resultados no
2003) AFLP concluyentes.
(Galleguillos | Merluccins gayi gayi | Aloenzimas Coquimbo, Puerto Montt,  |Stock tinico
et al. 2000) San Antonio.
(Galleguillos | Macruronus Aloenzimas, PCR-RFLP del  |Zona centro sur y sur austral |Stock unico
et al. 1998) magellanicus segmento Dloop ADNm,
prevalencia parasitaria
(Pardo- Gobiesox marmoratus  |Prevalencia parasitaria Tres localidades de la zona  |Resultados no
Gandarillas et centro sur (separadas al concluyentes.
al. 2007) menos por 400mt).
(Niklitschek et| Hoplostethus atlanticns |Microsatélites, segmento Montes submarinos Resultados no
al. 2009) mitocondrial Dloop aledafios al Archipiélago de |concluyentes
Juan Ferndndez (32 y 33°S)
(Valdivia et al. Engranlss ringens Prevalencia parasitaria Zona norte y centro. Stock diferentes
2007) en cada zona
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3. Establecer un disefio experimental (temporal y geograficamente adecuado) que
permita identificar la(s) unidad(es) poblacional(es) de la especie. (Objetivo 2).

3.1.

Edwin Niklitschek! & Rubén Roa®

'"Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda

*Universidad de Concepcion, Departamento de Oceanografia

Introduccion

El presente proyecto apunté a identificar las principales unidades poblacionales (stocks pesqueros)
presentes en aguas de los océanos Atlantico y Pacifico, alrededor del extremo sur de América. La
informacién disponible indica que durante el verano y hasta comienzos de otono la merluza de tres
aletas se sitia en el Mar de Escocia, en una etapa de alimentacién. Hacia fines de otofio inicia un
desplazamiento migratorio-reproductivo hacia la plataforma y talud continental del Atlantico
sudoccidental y Pacifico sudoriental, alcanzando hacia mediados de invierno las areas de desove,
situadas entre las latitudes 49°-53°S y 47°-51°S, respectivamente (Paya et al. 2002). Una vez finalizado
el evento reproductivo, la merluza de tres aletas iniciarfa un nuevo desplazamiento, ésta vez de caracter
trofico, en direccion al Sur hacia el mar de Escocia. Bajo este escenario, el presente proyecto apunté a
someter a prueba la hipétesis nula que indica la existencia de un stock unico donde los peces nacidos
en cada uno de los oceanos se mezclan en las areas de alimentacién, para luego retornar
aleatoriamente a cualquiera de las dos zonas de desove. Esta hipoéstis nula fue contrastada contra la
hipétesis alternativas no excluyentes de i) dos stocks separados en ambos océanos, cuyos miembros
retornarfan a desovar a sus respectivos lugares de origen, independientemente de su posible mezcla en
zonas comunes de alimentacién y ii) dos o mas stocks separados dentro del Océano Pacifico.

Un aspecto estadistico de suma relevancia en estudios de identificacion de stock es el analisis adecuado
de la potencia estadistica alcanzada en cada una de las pruebas estadisticas aplicadas. Como es sabido,
la falta de evidencia para rechazar la hipétesis nula (stock unico) no implica necesariamente que tal
hipétesis sea correcta. Aunque tal falta de evidencia podria ser reflejo de una ausencia real de
diferencias entre dos stocks aparentemente distintos, podria ser también la simple consecuencia de un
tamafio muestreal insuficiente para los niveles de variabilidad existentes entre dos stocks efectivamente
distintos, para cada marcador elegido. En este contexto, la potencia estadistica se define como la
probabilidad de rechazar la hipétesis nula siendo ésta falsa, y corresponde al complemento (1-8) de la
probabilidad 8 de un error de tipo 1I, es decir, de aceptar la hipotesis nula siendo falsa. potencia
estadistica predeterminada (0.95), de manera tal que la probabilidad B de aceptacién erréonea de la
hipétesis nula (stock tnico) fuera inferior al 5%.

En la presente seccion, nosotros apuntamos al logro simultaneo de dos objetivos complementarios y
secuenciales: 1) evaluar las hipotesis nulas de un sélo gran stock de merluza de tres aleta en el cono sur
de América y de un solo stock en el oceano pacifico; y ii) a partir de los estimados de variabilidad
obtenidos para cada marcador empleado, disefiar un nuevo set de muestreos donde se optimice la
potencia de futuros analisis sobre la estructura de los stocks presentes en el area de estudio.
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3.2.

Materiales y métodos

3.2.1. Muestreo biolégico implementado.

El muestreo biolégico se orienté primariamente a comparar las principales areas conocidas de desove
en Sudamérica (Golfo de Penas e Islas Malvinas/Flakland). Secundariamente, buscamos comparatr
zonas discretas dentro del area de distribucién del recurso en el SE del Oceano Pacifico. Se intentd
también obtener muestras de la zona de Islas de los Estados, en aguas Argentinas, donde se espera una
mezcla de los stocks o contingentes procedentes de ambas zonas de desove. LLamentablemente, esto
no fue posible debido a la complejidad y lentitud de los procedimientos internacionales involucrados
para el envio de muestras.

El muestreo biologico en el Océano Pacifico se obtuvo apostando muestreadores biol6gicos a bordo
de dos embarcaciones (Tabla 2) pertenecientes a la Federacion Gremial de Industrias de la Macrozona
X, XI y XII Regiones (FIPES EG.). La obtencién de muestras de la zona de las Islas Malvinas
(Falkland) fue coordinada por el Dr. Alexander Arkhipkin, cientifico jefe del Departamento de
Pesquerfas del Gobierno de las Islas Malvinas (Falkland). En este caso, el muestreo se realizé a bordo
de dos embarcaciones pertenecientes a la flota surimera japonesa. Los ejemplares muestreados
provinieron de las capturas comerciales regulares de las embarcaciones participantes.

Tabla 2: Embarcaciones utilizadas para la obtencion de ejemplares de merluza de tres aletas (2006-2007).

Embarcacion Armador Periodo afio 2006 Periodo afio 2007
B/F Cabo de Hornos Pescachile S.A. Julio, Noviembre Julio, Noviembre
B/F Diego Ramirez Pescachile S.A. Diciembre Septiembre
ZDHL Desconocido, Flota surimera de Japén | Octubre
CBUS Desconocido, Flota surimera de Japon Noviembre

En cada lance muestreado, los ejemplares fueron medidos (longitud total y estandar, precisién 1 mm) y
pesados (precision 50 g). Se determiné el sexo, peso gonadal (precision 1 g) y el estado de madurez
sexual macroscépico de cada individuo, de acuerdo a una escala de madurez (Tablas 3 y 4) basada en la
empleada anteriormente por Saavedra et al. (2007). Se obtuvo muestras de tejido para analisis genético,
de otolitos sagita para lectura de edades y analisis de microelementos, y se guardé ejemplares
completos a -18°C para analisis parasitolégico. El muestreo biolégico fue complementado con el
registro de biticoras de pesca que detallé fecha, hora, ubicaciéon, profundidad del barco, profundidad
de la red, temperatura de fondo, captura, tipo de red utilizada, hora efectiva de inicio y término de
cada arrastre entre otros.

El muestreo estuvo dirigido a representar el rango de tallas presente en el stock con el fin de establecer
relaciones longitud-peso, claves talla-edad y asegurar la correcta obtencion de muestras comprometidas
para los distintos analisis. Se procuré obtener muestras de cinco lances distintos separados en a lo
menos dos dias de diferencia, buscando una adecuada cobertura espacial de cada zona de muestreo
propuesta. Desafortunadamente, esto no fue siempre posible.

25



Tabla 3: Escala macroscopica de estadios de madurez gonadal en merluza de tres aletas: machos.

Estado | Denominaciéon Aspecto macroscopico
1 Virginal Sexo indeterminado, gbénadas pequefias, filiformes, generalmente juveniles menores de
24 centimetros.
I |Inmaduro Testiculos pequefios rojizos sin zonas blancas (reposo).
IIT | En maduracion | Testiculos turgentes, rojizos con zonas blancas y vasos sanguineos visibles (en

preparacion). A ligera presion no escurre liquido seminal.

IV | Maduro Testiculos blancos, muy firmes, al apretar escurre semen (liquido viscoso blanco) (en
evacuacion).
V | Desovado Testiculos grandes, flacidos rojizos, con zonas blancas muy vascularizadas.

Tabla 4: Escala macroscépica de estadios de madurez gonadal en merluza de tres aletas: hembras.

HEstado | Denominacién Aspecto macroscopico

1 Virginal Sexo indeterminado, gbénadas pequefias, filiformes, generalmente juveniles menores de
24 centimetros

II | Inmaduro Comienzo de maduracién de juveniles y reincidentes, ovario bien definido de color
rosado claro, sin 6vulos visibles al ojo desnudo. En ejemplares grandes es normal que el
ovario en esta fase presente limen claramente apreciable, pero su pared es mds gruesa
que en la fase V (indica reposo gonadico).

III | En maduracién |Gonadas de gran volumen con 6vulos visibles de color amarillo pélido, pero no

traslicido, con escasa vascularizacién. Por lo general, el limen desaparece cuando los
6vulos alcanzan un didmetro mayor de 0.5 mm. Ovario turgescente.

Maduracion con
desove parcial

Ovario muy vascularizado y con 6vulos visibles a simple vista, los que en pequefia
proporcién presentan una gota oleosa (de color verde amarillento), que corresponde a

reciente restos de un desove anterior reciente. En este caso la génada es mas flacida que en la
fase I11.
IV | Maduro Ovario turgente con évulos visibles y transparentes de color anaranjado. Al apretarlo
escurren ovulos transparentes.
V4 Desovado y Ovario vacfo, distendido, limen amplio, muy flacido, de color rojizo de aspecto

En regresion

hemorragico, sin évulos visibles. Este ovatio pasa al estado 11, inmaduro.

3.2.2. Bases de datos recopiladas

Se compild y organiz6 una base de datos de talla, sexo y madurez gonadal, procedentes de muestreos
aletorios efectuados en las zona de reproduccion conocidas en el Océano Pacifico (zona 1) y Océano
Atlantico (zona 4). En el caso de la zona 1, estos datos correspondieron a la informacion generada
por muestreos aleatorios de talla, correspondientes a los cruceros de evaluaciéon hidroacustica
financiados por el Fondo de Investigacion Pesquera, proyectos FIP 96-39, FIP 2001-20, FIP 2002-
20, FIP 2003-10, FIP 2004-08, FIP 2005-06, FIP 2006-15, FIP 2007-15. En el caso de la zona 4, la
informacién correspondié a una compilaciéon de los datos disponibles en el Departamento de
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Pesquerfas del Gobierno de Islas Malvinas (Falkland Islands), gentilmente proporcionadas por los
colegas Alexander Arkhipkin y Pia Schuchert. Esta base totalizé6 mas de 70.000 observaciones de
talla y mas de 9.000 observaciones de madurez gonadal (Tabla 5).

3.2.3. Disefio muestreal prospectivo

Para definir el tamafio muestreal necesario para someter a prueba las distintas hipotesis sobre la
estructura poblacional de merluza de tres aletas en el cono sur de Sudamérica, utilizamos el conjunto
de analisis de resultados basado en funciones de verosimilitud de los datos, desarrollados como parte
del objetivo especifico 3 del presente proyecto. Esto permitié un analisis unificado de la potencia de
las pruebas y, como corolario, del tamafo de muestra necesario para rechazar cada hipétesis nula.
Para este fin, aplicamos la metodologia de razén de verosimilitud y estimacion del parametro A de
no-centralidad de la distribucién chi-cuadrado descrita por Shieh (2000). Este método estima el
tamafo de muestra necesario para rechazar la hipétesis nula (modelo reducido) dados la magnitud de
la diferencia en verosimilitud respecto de una o mas hipétesis alternativas (modelo expandido) y
valores arbitrarios de las probabilidades aceptables de error tipo I («) y tipo II (8). Para tal efecto, se
utiliz6 las verosimilitudes estimadas (objetivo especifico 3) para la hipdtesis nula de stock tnico y
distintas hipotesis alternativas que incluyeron mas de dos stocks; ya sea a nivel de oceanos (Pacifico
vs Atlantico) o de estratos (zonas), dentro del Océano Pacifico (Tabla 6). Este andlisis prospectivo
fue efectuado con apoyo de la macro UnifyPow para SAS (O’Brien 1998), estimando el tamafio de
muestras necesario para rechazar la hipotesis nula, bajo valores de a=3=0,05.

Tabla 5: Tamafios de muestra utilizados para andlisis de stock de merluza de Micromesistius australis.

Zona Genética Ortolitos BD
Frecuencia |Haplotipos| Dloop | Motfo- Edad Micro- | Parisitos | Tallas |Edad-talla] Madurez
alelos ND1 metria quimica sexual

Zona 1 94 35 37 95 348 15 68 | 45.966 348 1.297
Zona 2 30 5 5 21 25 11
Zona 3 41 18 16 41
Zona 4 60 27 29 29 38 15 45 | 24141 9.885 7.823
Zona 5 99
Total 225 85 87 145 510 30 165 | 70.107 | 10.233 9.120
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Tabla 6: Tamafio muestreal estimado para asegurar un error de tipo 1I (aceptacion de hipdtesis nula errénea) inferior
al 5%. Estimacién asume ausencia de correlacion entre muestras debido a co-variables tales como caladero, lance,
fecha de muestreo u otras.

N muestreal

Técnica Variables predictivas | Zonas contrastadas GL velr{f)zs;lﬂ(iit i d Nugﬂ;zs(;al propuesto
x=B=0.05
ifg:cmm de rp 71 v/s Z4 40 1488,4 70107 1862
gffadurez EMS 71 v/s 74 4 1239 9120 137
Parasitofauna | Todos (Z1, 72, 73) v/s Z4 36 625,7 165 11
Todos Z1v/sZ2v/sZ3 36 6133 120 11
DLOOP (Z1,72,73)v/s Z4 12 13,95 87 162
ND1 (Z1,72,73)v/s Z4 32 33,85 85 92
MMER (Z1,72,73)v/s 74 22 18,02 225 285
MPO13 (Z1,72,73)v/s 74 13 19,37 225 313
MPOUBW_7 (Z1,72,73)v/s Z4 18 18,72 225 301
MPOUBW._8 (Z1,72,73)v/s Z4 12 12,23 225 421
Técnicas MPOUBW_9 (Z1,72,73)v/s Z4 14 31,24 225 213
moleculares DLOOP Z1v/s Z2v/s Z3 24 17,2 58 111
ND1 Z1v/s Z2v/s Z3 64 56,59 58 49
MMER Z1v/s Z2v/s Z3 44 54,16 165 126
MPO13 Z1v/s Z2v/s Z3 26 24,12 165 231
MPOUBW._7 Z1v/s Z2v/s 73 36 35,09 165 179
MPOUBW._8 Z1v/s Z2v/s Z3 24 20,33 165 267
MPOUBW_9 Z1v/s Z2v/s Z3 28 34,16 165 168
Morfometria | 115 55 110211125 |71 v/s 74 46 112,73 145 54
otolitos
Ba, Ca, Mg, Mn, St | Z1 v/s Z4 5 20,78 30 29
Ouitmica ocolios Ba, Mg Z1v/s Z4 2 17,11 30 28
d13C Z1v/s Z4 1 31,58 30 13
d180 Z1v/s 74 1 31,53 30 13
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3.3. Resultados

3.3.1. Disefio aplicado

La implementaciéon del disefio de muestreo enfrenté importantes dificultades, siendo la mas
importante la imposibilidad de obtener muestras procedentes de capturas Argentinas en la zona de
Islas de Los Estados. Aunque existié alguna operacion de flota Chilena en esa zona, tampoco fue
posible obtener tales muestras. En el caso de la zona de Malvinas (Falkland) se obtuvo un nimero
razonable de muestras, que alcanzé o superé lo comprometido para las técnicas moleculares,
parasitolégicas e is6topos estables. En las aguas jurisdiccionales chilenas, el muestreo dependié de la
disponibilidad de cupos para muestreadores bioldgicos en los barcos de la flota industrial, la que fue
complementada con muestras proporcionadas directamente por la flota. Lamentablemente, algunas de
ellas tuvieron que ser descartadas por no contar con suficiente informacién, como sobre fecha y lugar
de procedencia.

Considerando la disponibilidad y procedencia de las muestras e informaciéon disponible sobre la
dinamica del recurso y de la flota que opera en el area (Figura 1), se estableci6 cinco zonas o estratos
para el analisis de los datos obtenidos (Figura 2, Tabla 7). La distribucién efectiva de las muestras
obtenidas fue algo desbalanceada, aunque excedio, en varios casos, lo comprometido y alcanzd
tamafios suficientes para la aplicaciéon de técnicas moleculares y parasitolégicas en los tres principales
estratos de distribucién definidos para el Pacifico (zonas 1, 2y 3) y en el Atlantico (zona 4) (Tabla 8).
Las técnicas basadas en morfometria y microquimica de otolitos sélo permitieron contrastar las zonas
1 (Golfo de Penas-Caleta Coralie) y 4 (Malvinas/Falkland).

Lamentablemente, las muestras procedentes del Océano Atlantico correspondientes a distintas
técnicas procedieron de distintos peces. Esto impidié poner las técnicas en un mismo modelo analitico
y obligo a efectuar analisis separados para cada técnica aplicada.

Tabla 7: Zonas de muestreo de Micromesistins anstralis en el presente estudio.

Zona Localidades Caracteristicas y areas que incluye
Zona 1 | Peninsula de Taitao- Principal area de desove en el Océano Pacifico, incluye zonas de pesca de Golfo
Caleta Coralie de Penas e Isla Patricio Lynch
Zona 2 | Islas Diego Ramirez Grupo insular ubicado aproximadamente 100 mn al sur del continente
americano
Zona 3 |Isla Navarino Zona de pesca mds oriental de las aguas jurisdiccionales chilenas, ubicada al

oeste de Isla de los Estados

Zona 4 | Islas Malvinas (Falkland) Principal area de desove en el Océano Atlantico

Zona 5 | Canal de Chacao- Zona meridional de distribucion en aguas Chilenas. Escasa actividad extractiva.
Peninsula de Taitao Grupos residentes que parecen no realizar migracién anual a aguas subantarticas
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Tabla 8: Muestras de ejemplares de merluza de tres aletas (C: muestras comprometidas; O: muestras obtenidas;

entre paréntesis: numero de lances a partir de los cuales se obtuvieron las muestras).

Zona Afio Muestras otolitos Muestras genética Muestras parasitos
C O C @) C O
Zonal | 2006 100 71(8) 100 101(9) 35 68 (7)
2007 470(3) 0 0
Zona 2 | 2006 100 28(10) 100 29(12) 35 11(3)
2007 26(1) 0 0
Zona3 | 2006 41(12) 42(12) 41(12)
2007
Zona4 | 2006 100 15(1) 100 245(5) 35 0
2007 45(1) 0 45(1)
Zona 5 | 2006 0 2(1) 0 2(1) 0 0
2007 94(2) 0 0

3.3.2. Disefio prospectivo para eventuales programas de continuidad.

Los resultados del analisis prospectivo de potencia y tamafio muestreal indicaron, para las
aproximaciones mas convencionales, tamafos minimos de muestras entre 11 y 421 ejemplares,
dependiendo de la hipétesis evaluada y de la técnica empleada (Tabla 6). En el caso de las
aproximaciones basadas en el analisis de la estructura de tallas, el tamafio muestreal se eleva a 1.862
muestras. Es muy importante resaltar que las cifras entregadas asumen independencia plena de las
muestras, supuesto que es violado al obtener muestras procedentes de un mismo lance, de un mismo
barco o de una misma fecha. Este efecto podria ser corregido distribuyendo el muestreo
aleatoriamente en tantos lances, fechas y barcos como sea posible, e incrementando en lo posible los
tamanos muestreales indicados.

Las técnicas que alcanzaron una mayor potencia estadistica correspondieron a los analisis de
isétopos estables en otolitos y de composicion parasitaria en estdbmagos y musculatura, todos los
cuales sustentaron la hipétesis alternativa de al menos dos stocks. Dentro de las técnicas moleculares,
que tendieron a sustentar las hipétesis nulas de stock unico, las secuenciaciones de Dloop y ND1
mostraron una mayor potencia, a igual nimero de muestras. La comparacion de estadios de madurez
sexual, por su parte, mostré una potencia relativamente alta, con un tamafio minimo de sélo 137
hembras requerido para comparar las zonas 1 y 4, casi un orden de magnitud por debajo del tamafio
requerido para los mismos fines utilizando la estructura de tallas (Tabla 6).
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Figura 1: Distribucién geografica de muestras de merluza de tres aletas (Micromesistins anstralis) utilizada para cada
aproximaci6éns metodologica de identificacion de stock empleadas en el proyecto.
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Figura 2: Estratificacion del area de estudio de Micromesistius anstralis utilizada para el analisis de unidades de
stock en el presente proyecto.

3.4. Discusion

La implementacién del disefio muestreal presentd dificultades relacionadas, principalmente, con la
imposibilidad practica de obtener muestras en aguas jurisdiccionales Argentinas. A ello se sumaron
limitaciones en la disponibilidad de cupos para observadores a bordo de la flota Chilena y en el
nimero de muestras obtenidas desde la flota que opera en la zona de las Malvinas/Falkland. Como
resultado de estas restricciones, no fue posible evaluar la procedencia de las capturas obtenidas por la
flota Argentina en la zona de las Islas de Los Estados, cuya evaluacién consideramos una prioridad a
considerar en futuros proyectos destinados a profundizar la caracterizacién de la estructura de los
stocks de merluza de tres aletas, en el cono sur del continente. A pesar de los problemas sefialados se
obtuvo suficientes muestras como para alcanzar niveles adecuados de potencia estadistica (Tabla 7),
confirmando la validez de las definiciones a priori respecto del tamafio muestreal necesario para el
logro de los objetivos del proyecto.
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En relacion al disefio de posibles estudios de continuidad, éste dependeria de los objetivos buscados
por el estudio. Las lineas generales por objetivo pueden ser resumidas como sigue:

i) Corroboracién de la existencia de stocks separados en los océanos Pacifico y Atlantico:

«  Técnicas de analisis: composicion de isétopos estables en otolitos y contenido parasitario,
como técnicas principales.

«  Temporalidad de muestreo (4): zonas de desove de Islas Malvinas (Falkland) y Golfo de
Penas, zona migratoria de Islas de Los Estados, zona de alimentacion en el Mar de Escocia.

«  Periodo de muestreo: se propone muestreos estacionales, durante las respectivas épocas de
desove, migracion o alimentacion, a lo largo de una serie de al menos tres afios de muestreo.
Esto dltimo con el fin de evaluar la consistencia interanual de las diferencias encontradas en
los marcadores.

«  Numero de muestras: el analisis de potencia indica requerimientos de 11 y 13 muestras
independientes para parasitos y otolitos, respectivamente. Sugerimos tamafios muestreales de
15 ejemplares procedentes de al menos 5 lances independientes para cada uno de los estratos
de muestreo y cada uno de los afios a considerar en la serie.

1) Identificaciéon de unidades poblacionales dentro del stock Pacifico.
«  Técnicas de analisis: composicioén de isétopos estables en otolitos y contenido parasitatio.

«  Temporalidad de muestreo (4): zona de desove de Golfo de Penas (zona 1), zona al norte de
Peninsula de Taitao (zona 5), zona de Islas Diego Ramirez (zona 2)

«  Periodos de muestreo: se propone una serie de al menos tres afilos de muestreo para evaluar
la consistencia interanual de posibles diferencias en los marcadores. Se sugiere ademas
contrastar muestras obtenidas dentro y fuera de la época de desove para investigar la
presunta existencia de contingentes no migratorios del recurso.

Numero de muestras: considerando el analisis de potencia, sugerimos tamafos muestreales de 15
ejemplares procedentes de al menos cinco lances independientes para cada uno de los cuatro estratos
de muestreo, cada una de las epocas de muestreo (desove y no-desove) y cada uno de los afios a
considerar en la serie.
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4. Identificar unidad(es) poblacional(es) en merluza de tres aletas (Micromesistius
australis) y su respectiva area de distribucidon geografica (objetivo 3).

A

continuaciéon se informa los distintos analisis realizados para la determinacién de unidades

poblacionales de merluza de tres aletas (Micromesistius anstralis): genético, morfometria de otolitos,
parametros clave de la historia de vida que incluye comparaciéon de estructura de tallas, modelo de
crecimiento y madurez sexual, prevalencia parasitaria y microquimica de otolitos.

4.1.

Ricardo Galleguillos', Sandra Ferrada', Cristian Canales-Aguirre', Soffa Astete', Alejandra Lafon

4.1.1.

Analisis de genética de poblaciones
2

! Universidad de Concepcion, Departamento de Oceanografia

*Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda

Introduccién

Uno de los requerimientos basicos para el adecuado manejo de poblaciones naturales de especies
explotadas, ya sea por razones comerciales o de conservacion, es el conocimiento de sus aspectos
reproductivos. Por ejemplo, el que una poblacién o caladero sea reproductivamente autosustentable
o dependa de inmigrantes para el reemplazo de sus individuos adultos se ve reflejado en la tasa de
intercambio genético entre poblaciones, la que se transforma en un indicador de sustentabilidad en el
largo plazo.

Tomando en cuenta las dificultades en el monitoreo directo del potencial de dispersiéon de un
organismo, se ha desarrollado métodos indirectos (genotipicos y fenotipicos) para evaluar el grado
en que las poblaciones divergen o mantienen su integridad (intercambio de individuos). Diferencias
fenotipicas sustanciales entre poblaciones pueden ser atribuidas tanto a aislamiento reproductivo,
como a la expresion de su plasticidad en respuesta a condiciones ambientales diferentes. Desde el
punto de vista genético, una alternativa para evaluar las diferencias poblacionales es examinar la
estructura genética de la poblacion. El grado en el cual las diferentes poblaciones son genéticamente
divergentes puede reflejar el balance entre los procesos potencialmente diversificadores de la deriva
génica y la seleccion, versus, el efecto homogeneizador del flujo génico.

Desde el punto de vista genético, se define un stock puro o discreto como una poblaciéon que
evolucioné independientemente de otras y por lo tanto acumulé diferencias genéticas con respecto a
ellas. Este concepto se basa en la idea de poblaciones de organismos que se desarrollan
independientemente, entre las que el flujo génico es muy bajo o nulo, lo que resulta finalmente en
una especie formada por numerosas poblaciones panmicticas o demos. Esta situaciéon puede ocurrir
tanto en organismos con amplia distribucion geografica, causada por una fuerte dependencia de
factores ambientales en su historia de vida o, debido a la existencia de barreras que restrinjan el libre
movimiento de los individuos entre las poblaciones evitando la panmixia total entre los ejemplares
(Spanakis et al. 1989).

En el desarrollo de este objetivo, para evaluar la estructuracion de la o las unidad(es) poblacional(es)
se aplic6 marcadores moleculares, término que corresponde a cualquier fenotipo molecular producto

de la expresion de un gen o de segmentos especificos del ADN, de origen nuclear (ADNn) o
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mitocondrial (ADNmt). Estos fenotipos pueden ser regiones expresadas o no del genoma (Ferreira
& Grattapaglia 1989, Becerra & Paredes 1999), cuya resoluciéon temporal y potencial aplicacion
dependera de las caracteristicas del marcador molecular utilizado.

.. Marcadores moleculares nucleares

Al clasificar el ADN nuclear podemos encontrar secuencias tanto moderadas (genes ribosomales),
como altamente repetitivas (microsatélites), siendo estos dltimos, uno de los mas utilizados en la
evaluacién de unidades poblacionales y determinacién de variabilidad genética (Litt & Luty 1989).
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, estin compuestos por motivos basicos de repeticiéon de uno a seis
nucleétidos de largo, organizados en bloques entre 5 y 50 repeticiones en serie. Estas regiones se
encuentran ampliamente distribuidas en el genoma de organismos eucariontes (Tautz 1989) y
procariontes (Zane et al. 2002), encontrandose aproximadamente una regién microsatélite cada 10
kilobases. Estos marcadores moleculares responderfan a un modelo de herencia mendeliana
codominante (De Woody & Avise 2000) y poseen una elevada presencia de polimorficos, lo que
explica su frecuente utilizaciéon en estudios poblacionales (Litt & Luty 1989, Park et al. 1993).

Los microsatélites han sido tradicionalmente clasificados de acuerdo a la naturaleza de sus unidades
de repeticiones, como perfectos (sin interrupciones), imperfectos (con una o mas interrupciones) o
compuestos (unidades de repeticiones conjuntas con secuencias diferentes) (Weber 1990). Los tipos
de repeticiones mas comunes son los tetra y dinucleétidos como (CA)n, (GT)n y (GATA)n (Tautz
1989). Los microsatélites trinucledtidos han demostrado ser mas polimorficos que los SSRs
dinucleétidos y tienen la particularidad de producir menos artefactos de la amplificacion por PCR,
también llamados “bandas tartamudas” (Song et al. 2002).

Aunque los microsatélites son considerados selectivamente neutros, algunos estudios han mostrado
relevancia funcional en un significativo numero de SSRs. Las diferencias en la frecuencia de
microsatélites en regiones codificantes y no codificantes se relaciona con una seleccién especifica
frente a mutaciones en las secuencias flanqueantes en las regiones codificantes. En general, los
microsatélites con motivo de repeticion tri- y hexanucleétidos se encuentran en exceso en regiones
codificantes y no codificantes, mientras que los microsatélites con otros tipos de repeticiones no son
tan abundantes. La seleccién que existe contra las mutaciones en las regiones flanqueantes limita la
expansion de los microsatélites no tripletes en regiones codificantes (Metzgar et al. 2000).

El origen del polimorfismo de las secuencias microsatélites esta aun en debate, aunque
probablemente éste se deba a eventos de deslizamientos de cadena (slipagge) durante la replicacion
del ADN (Schlotterer & Tautz 1992, Zane et al. 2002), en el cual ambas cadenas pueden alinearse
incorrectamente, resultando en una expansion o contracciéon del nimero de ellas en la nueva cadena
sintetizada (Moxon & Wills 1999). Otras posibles causas para la generaciéon de polimorfismos son
mutaciones de tipo sustractivo o aditivo, ya sean en el microsatélite en si o en las regiones que lo
flanquean, alterando el tamafio de la regién microsatélite. Este tipo de procesos y mutaciones hacen
que los microsatélites se encuentren entre las secuencias de ADN con mayor tasa de mutacion,
estimada entre 2.5x107° y 10 mutaciones por locus y por generacion en poblaciones naturales. La
duplicaciéon de una secuencia microsatélite en otra region del genoma da lugar a la generacion de
marcadores microsatélites multilocus (Jarne & Lagoda. 1996). En el campo de pesqueria y
acuicultura, la utilidad de estos marcadores se ha dado en 4reas como la caracterizacién de stocks
genéticos, seleccion de reproductores, construccion de mapas genéticos, entre otros (Chistiakov et al.
20006). Dentro de los estudios poblacionales los microsatélites se han utilizado en estudios de
variabilidad genética, estructuracién poblacional o evaluaciéon de stock genético, para diferentes
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recursos marinos: peces (Oke et al. 1999, Ward et al. 2001), moluscos (McGoldrick et al. 2000, Pressa
et al. 2002) y crustaceos (Cruz et al. 2002) .

#.  Marcadores moleculares mitocondriales

El ADN mitocondrial ha sido una de las moléculas hereditarias mas estudiadas dentro del genoma
animal en los ultimos afos (Edwards & Skibinski 1987). Es una molécula de doble hebra circular, a
excepcion de organismos como los hidrozoos Hydra spp donde se observan dos moléculas lineales
de ADNmt (Hoffmann et al. 1992). Presenta decenas de copias en cada mitocondria, de 200 a 1000
copias por célula, sin proteinas asociadas como histonas y no—histonas y, en su mayor parte formado
por ADN codificante (93%), que practicamente no posee ADN repetitivo, ni intrones. Tiene
aproximadamente entre 15.000 a 18.000 pb (pares de bases), es de naturaleza haploide, y aunque
comprende menos del 1% del total del genoma en cada célula, presenta caractetisticas muy
importantes por las cuales se elige para estudios moleculares: 1) su alta tasa de evolucién con mayor
deriva génica, esto debido principalmente a la exposicion del ADNmt a especies reactivas de oxigeno
resultantes del metabolismo celular, 2) se encuentra desprotegido al carecer de histonas y, 3) a la
menor eficiencia de los sistemas de reparacion de las mitocondrias.

El ADNmt aparentemente carece de recombinacién o ésta es despreciable, es de herencia
preferentemente materna, no-mendeliana, siendo los organismos generalmente homoplasmicos (con
un solo tipo de secuencia de ADNmt). Esta molécula contiene en promedio, dependiendo del taxén,
37 genes: 22 ARN de transferencia, 2 ARN ribosémicos (12s y 16r) y 13 ARN mensajeros que
codifican para proteinas de complejos enzimaticos respiratorios implicados en la produccion de
energia mediante la via de fosforilacién oxidativa para obtencién de ATP, como el citocromo b,
subunidades proteicas del citocromo oxidasa I, II y III (los que presentan baja tasa mutacional en
comparacion con el resto del genoma mitocondrial). También posee genes de la ATP sintetasa 6 y 8,
genes del complejo NADH deshidrogenasa subunidad 1 a la 6 y 4L, que han sido objeto de variadas
investigaciones demostrando gran utilidad como marcadores genéticos en poblaciones naturales
(Cronin et al. 1993, Park et al. 1993, Bembo et al. 1995). Por ultimo, el ADN mitocondrial presenta
también una region control no codificante llamada D-loop o Regién Mayor no codificante (Ovenden
1990, Zbawicka et al. 2003), cuyo tamafio puede variar entre 200 a 2.000 pb dependiendo de la
especie (Palumbi 1996). Estudios han demostrado que la region es flanqueada por secciones no
codificantes altamente polimérficas, donde la tasa de sustitucion de estas regiones hipervariables,
denominadas dominio 5’ y dominio 3’, puede ser 40 veces mayor que en la regioén del citocromo 5
del ADN mitocondrial. Las mutaciones en la regiéon no codificante, se mantendrian en el tiempo, al
no poseer efecto fenotipico, por lo cual los polimorfismos mas comunes son los que afectan la
region control del ADN mitocondrial. Una de las caracteristicas notables del ADN mitocondrial es
que evoluciona 5 a 10 veces mas rapido que el ADN nuclear de copia unica, lo que le hace presentar
alta variabilidad (Luque 2001) y le otorga mayor sensibilidad en el analisis de procesos demograficos
en poblaciones naturales.

En cuanto a la informacién genética que ha surgido del estudio de M. australis, 1a literatura presenta
solo tres. Dos realizados mediante electroforesis de proteinas musculares, con fines taxonémicos
(Tomo & Marquez 1980, Marquez 1991) y uno con marcadores de ADN (microsatélites) con fines
poblacionales entre individuos de Nueva Zelanda e Islas Malvinas (Falkland) (Ryan et al. 2002).

Dada esta precaria informacién acerca de la genética de la especie, ademas de ser un recurso de
importancia econémica que es compartido entre Chile y Argentina es necesario tener claro si en su
distribucién geografica en la Patagonia sudamericana se observa estructuracion genética que pueda
entregar informacién que pueda ayudar al manejo sustentable del recurso para ambos paises. Para
responder esta pregunta utilizamos diferentes fuentes de informacién, cinco loci microsatélites y dos
genes mitocondriales.
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4.1.2.

2

.

Materiales y métodos

Area de muestreo

El area de muestreo correspondié a cuatro zonas (Figura 2) en la distribucion sudamericana de
merluza de tres aletas: Zona 1 (Taitao — Caleta Coralie); Zona 2 (Islas Diego Ramirez); Zona 3 (Isla
Navarino) y Zona 4 (Islas Malvinas o Falkland).

Exctraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion de genes Dloop y NDT

El aislamiento del ADN genémico se realiz6 mediante un protocolo estandar con digestiéon con
proteinasa K, extraccién con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol absoluto (Sambrook et al.
1989). El ADN fue resuspendido en agua ultrapura (GIBCO Technology™), cuantificado en un
Biophotometer Eppendorf® y diluido a 20 ng/pL.

L oci microsatélites

Utilizamos cuatro loci de M. poutasson, MpouBWO09, MpouBWO08, MpouBW07, MpouBW13, (Moran
et al. 1999) y uno de Merlangins merlangius, MmerUEAWO1, (Rico et al. 1997). Los cinco loci fueron
amplificados en un volumen de 10 pL, el cual, contiene 20 ng de ADN templado, 1.5 mM
MpouBW09, MpouBWO08, MpouBW07), 2.75 mM (MpouBW13), 1 mM (MmerUEAWO01) de
MgCl,, 0.1 mM (MpouBW09, MpouBWO08, MpouBWO07, MpouBW13), 0.2 mM (MmerUEAWO1) de
dNTPs, 0.75 uM (MpouBWO09, MpouBWO08, MpouBW07), 1.5 uM MpouBW13), 2 uM
MmerUEAWO01) de cada partidor y 0.25 U/uL. (MpouBW09, MpouBW08, MpouBW07), 0.75
U/ul. MmerUEAWO01) de Tag ADN polimerasa (Invitrogen®) y 0.5 U/uL. MpouBW13) de Taq
ADN polimerasa (Biotools®). El primer forward de cada pareja fue marcado en su extremo 3’ con
un colorante fluorescente. Las amplificaciones de los loci MpouBW09, MpouBW08, MpouBW07 y
MpouBW13 fueron realizadas en un termocilador PCT-200 (M]J-Research®) con las siguientes
condiciones: una denaturacién inicial a 94°C por 3 min; siete ciclos de 94°C por 30 seg, 52°C por 30
seg, 72°C por 30 seg; seguido de 25 ciclos, denaturaciéon 89°C por 30 seg, annealing a 52°C por 30
seg, extension a 72°C por 30 seg y una extensiéon final a 72°C por 5 min. Para el locus
MmerUEAWO1 las amplificaciones fueron realizadas en un termocilador PCT-100 (M]-Research®),
con las siguientes condiciones: 30 ciclos de denaturacién 94°C por 30 seg, annealing a 55°C por 1
min y extensiéon a 71°C por 1 min. Los fragmentos fueron visualizados en un analizador genético
ABI PRISM 3730 utilizando el método de electroforesis capilar. La asignacion de los tamafios
alélicos obtenidos para cada locus se realiz6 en el programa GeneScan versiéon 3.0 y para la
obtencion de genotipos utilizamos Genotyper version 2.1.

Genes Dloop y ND1

Disefiamos partidores para el gen Dloop desde miembros de la familia Gadidae, m3alF (5-
GCTAAATTCCTCCCTAGTG-3) y m3alR (5-TGCTTTCGGGACTTTCTA-3). El fragmento
Dloop (~1000pb) fue amplificado en un volumen final de 30 pL, el cual, contiene 20 ng de ADN
templado, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP%, 0.3 uM de cada partidor y 0.9 U/ul. de Taqg ADN
polimerasa (Invitrogen®). La amplificaciéon fue realizada en un termocilador PCT-200 (M]-
Research®) con las siguientes condiciones: una denaturacion inicial a 94°C por 1 min, seguido de 35
ciclos de, denaturacién 95°C por 30 seg, annealing a 58°C por 1 min, extensiéon a 72°C por 1 min y
una extension final a 72°C por 10 min. El fragmento ND1 fue amplificado en un volumen final de
30 uL, el cual, contiene 20 ng de ADN templado, 1.5 mM MgCl,, 0.1 mM dNTP’, 0.3 uM de cada
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partidor (Cronin et al. 1993) y 1.2 U/uL. de Taq ADN polimerasa (Invitrogen®). La amplificacion
fue realizada en un termocilador PCT-100 (MJ-Research®) con las siguientes condiciones: un ciclo
de 95°C por 10 min, 60°C por 30 seg, 72°C por 2 min seguido de 41 ciclos, denaturaciéon 95°C por
30 seg, annealing a 54°C por 45 seg, extension a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5
min. Llas muestras fueron secuenciadas en un secuenciador de ADN automatico (Modelo 3730xl;
Applied Biosystems) con polimero POP7 y Big Dye terminador v.3.

Andlisis de microsatélites.

Determinamos la frecuencias alélicas, heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), nimero de
alelos (Na) y desviacion del equilibrio de Hardy & Weinberg (H&W), como medidas de variabilidad
genética en el programa GENALEX v6 (Peakall & Smouse 2006). Para determinar la presencia de
estructuracion poblacional utilizamos dos aproximaciones:

1) Por un lado, calculamos el indice Fst por pares de poblaciones y realizamos un analisis de la
varianza de frecuencias alélicas (AMOVA: Analysis of molecular variance) implementado en el
programa Arlequin 2,0 (Schneider et al. 2000), con la finalidad de testear diferentes hipotesis: a)
Panmixia (homogeneidad genética entre ambos océanos); b) Dos poblaciones, (Zona 1 y Zona 4); c)
Tres poblaciones (Zona 1; Zona 2-3 y Zona 4). Para determinar diferencias significativas se utilizo
10.100 permutaciones.

2) Por otro lado, realizamos un andlisis de cluster mediante una aproximaciéon bayesiana
implementado en el programa Structure v2.2 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003). Este
programa es utilizado para inferir estructura poblacional usando datos genotipicos sin informacion «
priori, el algoritmo utilizado identifica diferentes grupos (desde un punto de vista genético) asignando
individuos a las poblaciones en estudio. El programa asume un modelo en el cual hay K poblaciones
(K es desconocido) caracterizados por un set de datos de frecuencias alélicas en cada locus. Los
individuos son asignados (probabilisticamente) a poblaciones o conjuntamente a dos o mas
poblaciones si sus genotipos indican que estan mezclados. Para este analisis utilizamos un modelo de
mezcla con frecuencias alélicas correlacionadas y se testearon de 1-5 cluster con tres réplicas cada
uno. Se determiné el nimero de cluster presentes en las muestras en estudio mediante un valor de
likelihood (L.nP (D)). Por dltimo usamos un método grafico para visualizar los resultados obtenidos,
para esto realizamos un analisis de coordenadas principales (PCA), implementado en GENALEX v6
(Peakall & Smouse 2000), este programa permite encontrar y trazar patrones dominantes en un set
de datos multivariado (multiples poblaciones y loci). Se aplicé el Test de Bonferroni para
comparaciones multiples cuando fue necesario (Rice 1989).

Andlisis de secuencias.

El alineamiento de secuencias de los fragmentos Dloop y ND1 se realiz6 mediante el programa
SEQUENCHER™ vy visualmente. Usamos el programa DNAsp (Rozas et al. 2003) para obtener
parametros de diversidad genética, como numero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (4)
diversidad nucleotidica (1) en cada grupo y localidad. Para determinar la presencia de estructuracion
poblacional calculamos: 1) el indice Fst por pares de poblaciones y 2) un analisis de la varianza de
frecuencias alélicas (AMOVA: Analysis of molecular variance), con la finalidad de testear diferentes
hipotesis (las hipotesis testeadas corresponden a las mismas utilizadas con los datos microsatélites).
Los estadisticos-F fueron estimados desde las frecuencias haplotipicas. Estos analisis fueron
realizados en el programa Arlequin 2,0 (Schneider et al. 2000). Se aplico el Test de Bonferroni para
comparaciones multiples cuando fue necesario (Rice 1989).
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4.1.3.

.

Analisis de verosimilitud

LLa modelacién de la frecuencia de haplotipos y microsatélites por pez, presenta una distribucion
multinomial, asi que aplicamos la metodologia de regresiéon logistica multinomial. El nimero de
haplotipos y microsatélites puede ser dependiente de la zonas o areas asi que la zona/area fueron los
unicos factores predictores considerados. El modelo nulo correspondié a

Si )k
log| —= )=6,-.
(Si,l,l

donde ;. es la probabilidad de ocurrencia del haplotipos o microsatélites 7 en la zona/area j; des el
puntaje logit. El enfoque estadistico utilizado, de regresion logistica multinomial, ha sido
recientemente introducido en la literatura genética, como un método especialmente apropiado en
analisis de marcadores genéticos debido a que toma en cuenta la distribuciéon exacta de los datos
(Chen & Kao 2000).

Resultados.

Variabilidad y estructura genética en miicrosatélites.

Los cinco loci utilizados presentaron alta variabilidad (Tabla 9). La heterocigocidad observada para
los loci fue de 0,605 (MpouBW8) a 0,932 (MpouBW?7) y el nimero de alelos fluctio entre 8—18
(MpouBW8 y Mmer, respectivamente). La frecuencia de cada alelo por poblaciéon analizada se
observa en la figura 3. Al evaluar el equilibrio de H&W encontramos que algunas poblaciones
presentaron loci con valores significativos (p<0.05), Zona 1 (Taitao - Caleta Coralie) (MpouBW9,
MpouBW8 y MmerUEAWO01, Zona 2 (Is. Diego Ramirez) (MmerUEAWO1), Zona 3 (I. Navarino)
MpouBW?7) y Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland) (MmerUEAWO1) (Tabla 9). Los valores de Fst por
pares de poblaciones arrojaron valores cercanos a cero con valores p>0.05 (Tabla 10). Los resultados
del AMOVA muestran que las hipotesis puestas a prueba, presentaron valores FST (panmixia) y
FCT (agrupaciones b y c; ver metodologia) bajos y con valores de probabilidad no significativos (p >
0.05) (Tabla 11). Utilizando una aproximacién de cluster genéticos (informacidon a posteriori) los
valores obtenidos del LnP(D) fueron disminuyendo a medida que aumento el nimero de cluster (K)
a analizar. Los valores de LaP(D) fueron desde -4.066,9 a -4.698,7 desde uno a cinco cluster (Tabla
12). Por dltimo el analisis de coordenadas principales (PCA) mostré congruencia con ambas
aproximaciones (Figura 4), informacion a priori (AMOVA) y con informacioén a posteriori (analisis
de cluster).

Variacion de secuencias Diloop y ND1T

Para el Dloop utilizamos solo las primeras 410 pb, debido que las secuencias presentaban un gran
nimero de ambigiiedades desde esta posicion, de las 410 posiciones nucleotidicas utilizadas, 337
fueron sitios invariantes y 73 fueron variables, la composicion de bases fue: Timina 26,5%; Citosina
17,9%; Adenina 33,8% y Guanina 21,8%. Para el ND1 utilizamos 805 pb., de las 805 posiciones
nucleotidicas utilizadas, 709 fueron sitios invariantes y 78 fueron variables, la composicion de bases
fue: Timina 26,6%; Citosina 18,2%; Adenina 28,1% y Guanina 27,2%. Los valores de diversidad
genética para el Dloop fueron bajos (Tabla 13), el nimero de haplotipos varié entre 1 y 6; la
diversidad haplotipica fue desde 0 = 0 a 0,450 £ 0,151 para la Zona 2 (Is. Diego Ramirez) y la Zona
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3 (I. Navarino), respectivamente; la diversidad nucleotidica oscilé entre 0 £ 0 para la Zona 2 (Is.
Diego Ramirez) y 0,00366 * 0,00172 para la Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland). Para el ND1 los
valores fueron mayores que para Dloop (Tabla 13), el numero de haplotipos vari6 entre 1 y 19, la
diversidad haplotipica fue desde 1,000 £ 0,126 a 0,902 £ 0,066 para la Zona 2 (Is. Diego Ramirez) y
Zona 3 (I. Navarino), respectivamente; la diversidad nucleotidica fue desde 0,00118 £ 0,00034 y
0,00308 % 0,00054 para la Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland) y Zona 3 (I. Navarino), respectivamente.

Tabla 9: Parimetros de variabilidad genética en cinco loci microsatélites en las areas estudiadas. (N: numero de
muestras utilizadas; Na: n° de alelos; Ho: hetocigosidad observada; He: hetocigosidad esperada; H & W: valor de
probabilidad para el test de equilibrio de Hardy & Weinberg).

Poblacion  Parametro Locus
MpouBW9  MpouBW8  MpouBW7 Mpol3 Mmer Promedio

Zona 1 N 86 86 89 64 94
Na 12 11 16 14 18 142
Ho 0,698 0,605 0,730 0,797 0,723 0,711
He 0,793 0,803 0,752 0,883 0,858
H&W 0,000 0,004 1,000 0,190 0,000

Zona 2 N 30 28 26 14 29
Na 9 8 11 9 14 10,2
Ho 0,800 0,714 0,808 0,786 0,759 0,773
He 0,846 0,765 0,803 0,798 0,828
H&W 0,150 0,203 0,980 0,774 0,013

Zona 3 N 37 35 39 25 41
Na 11 11 10 11 15 11,6
Ho 0,811 0,657 0,846 0,800 0,780 0,779
He 0,801 0,782 0,755 0,879 0,847
H&W 0,555 0,185 0,018 0,407 0,504

Zona 4 N 45 47 44 35 60
Na 11 13 16 11 18 13,8
Ho 0,844 0,766 0,932 0,914 0,750 0,841
He 0,781 0,802 0,803 0,879 0,870
H&W 1,000 0,687 0,112 0,863 0,000

Tabla 10: Fst por pares de poblaciones para cada fuente de informacién. Valor de probabilidad estimado mediante
10.100 permutaciones. (Valores en negrita: no significativos luego de la correccién de Bonferroni para
comparaciones multiples).

ADN nuclear ADN mitocondrial
Microsatélites Dloop Nd1
Zonal Zona2 Zona3 Zona4 Zonal Zona2 Zona3 Zona4 Zonal Zona2 Zona3 Zona4
Zona 1 — 0,846 0,691 0,954 — 0,48 0424 0,579 — 0,395 0,65 0,088
Zona 2 -0,0046 — 0,845 0,887 -0,07 — 0,532 0,563 0,01 - 0,277 0,022
Zona 3 -0,0019 -0,0073 - 0,851 0,007 -0,021 — 0,602 -0,009 -0,011 — 0,026
Zona 4 -0,0066 -0,0098 -0,0068 — -0,01  -0,038 -0,015 — 0,024 0,17 0,059 —

40



Iy CUBL_S

232|230 | 2 | 238

Iy U BB

Figura 3: Frecuencias alélicas para cada loci analizado por poblacion.
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Tabla 11: Resultado AMOVA para cada hipdtesis propuesta. Valor de probabilidad estimado mediante 10.100

permutaciones.
Microsatélites Dloop ND1
Agrupaciones ®-Estadisticos  Valor-P ®-Estadisticos  Valor-P ®-Estadisticos Valor-P
Panmixia
Grupo (Z1,72,723,724) ®dst= -0.0056 0.963 Ost=-0.012 0.617 ®dst= 0.026 0.065
O. Pacifico v/s Atlantico
Grupo 1 (21,72, 23) dst= -0.0073 0.965 ®Ost=-0.011 0.611 ®dst= 0.040 0.06
Grupo 2 (Z4) ®dsc=-0.0035 0.858 Psc=-0.013 0.367 ®sc= 0.002 0.486
Dct=-0.0038 0.749 Dct= 0.002 0.246 Dct= 0.037 0.495
Z1v/sZ2-723v/s Z4
Grupo 1 (Z21) dst= -0.0054 0.959 Ost=-0.012 0.613 dst= 0.027 0.059
Grupo 2 (22, 73) ®dsc=-0.0072 0.841 ®Psc=-0.008 0.304 ®Psc= 0.013 0.654
Grupo 3 (Z4) ®ct= 0.0018 0.173 Oct=-0.003 0.008 Oct= 0.014 0.334
Principal Coordinates
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Figura 4: Analisis de coordenadas principales de los genotipos multilocus de M. australis para cuatro zonas de estudio
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Tabla 12: Hip6tesis de estructura genética poblacional de metluza de tres aletas sin informacion a prioti.

Modelo Admixture
Frecuencias correlacionadas
K Réplicas Ln P(D) Var[LaP(D)]
1 1 -4067,1 39,6
2 -4066,3 38,5
3 -4067,2 39,7
-4066,9 39,3
2 1 -4101,7 162,7
-4113 188.,6
3 -4103,3 166,9
-4106,0 172,7
3 1 -4167,2 330,8
-4154.7 303,9
3 -4143 277.8
-4155,0 304,2
4 1 -4333.6 701,4
-4318,7 6643
3 -4274.5 570,2
-4308,9 645,3
5 1 -4734.7 1579.,8
-4659,6 14277
3 -47377 1559.,8
-4698,7 1493,8

Tabla 13: Indices de diversidad genética para cada fragmento utilizado en este estudio, Dloop y ND1 por poblacién
(N= n° de muestras; H= n° de haplotipos; /= diversidad haplotipica; n= diversidad nucleotidica; S.D.= desviacién
estandar).

Dloop ND1
Area N H S h + SD. 7+ S.D. N H S h + S.D. 7+ SD.
Zonal 37 6 5 0,255+0,094 0,00111 * 0,00044 35 19 30 0,820 + 0,067 0,00305 * 0,00073
Zona2 5 1 0 0+0 0+0 5 1 4 1,000%0,126 0,00241 + 0,00046
Zona3 16 5 6 0,450+ 0,151 0,00309 + 0,00126 18 13 15 0,902+ 0,066 0,00308 + 0,00054
Zona4 29 6 11 0374+0,113 0,00366 + 0,00172 27 7 7 0556 +0,111 0,00118 + 0,00034
Todas 87 13 19 0,316 + 0,066 0,00226 + 0,00070 85 34 43 0,776 = 0,049  0,00242 + 0,00037

ut.  Estructura poblacional

Los resultados entregados en el analisis por pares de poblaciones (Tabla 10) y los resultados para
cada hipétesis a prueba del AMOVA, mostraron valores de probabilidad no significativos (Tabla 11).
A su vez, la aproximacion de redes tampoco muestra un patrén geografico entre las poblaciones para
Dloop y ND1. Por ende, no se observa estructuracién poblacional con ninguno de estos marcadores
mitocondriales. Para D-loop el haplotipo mas frecuente corresponde al H1, el cual esta presente en
gran magnitud en todas las poblaciones analizadas y ademas presenta una topologia estrellada,
frecuentemente asociada a poblaciones en expansion (Figura 5). Por otro lado para ND1 el haplotipo
mas frecuente fue H2 (Figura 6), presente en todas las zonas analizadas. La topologifa es del tipo
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estrellada, al igual que D-loop. Con los datos de ADNmt, ambos fragmentos dan luces que la
poblacién podria estar en expansion.

|:| Zona 1
H_Qq. . Zona 2
. Zona 3
. Zona 4
w0,
H_8@._ -
H_10@—
TTHO1M
15
174
296”
syt

Figura 5: Network para Gen D-loop de merluza de tres aletas en cada zona analizada. (Numeros rojos : posicién
donde hay una mutacién). Tamafio de la esfera proporcional al nimero de haplotipos.
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Figura 6: Network para ND1 de merluza de tres aletas en cada zona analizada. (Nimeros rojos: posiciéon donde hay
una mutacién). Tamafio de la esfera proporcional al nimero de haplotipos.

. _Andlisis de verosimilitud

No se observan diferencias consistentes importante en las frecuencias de los siete marcadores
genéticos entre el Atlantico Sur y el Pacifico Sur (Figura 7). Naturalmente, tampoco se observan
diferencias importantes entre las areas dentro de la zona del Pacifico Sur. Las diferencias que se
observan, no presentan un sentido claro sino que parecen aleatorias. En concordancia con lo
anterior, las pruebas de significancia indican que la zona no es un factor significativo (Tabla 14), ni
tampoco lo es el area dentro de la zona Pacifico Sur (Tabla 15).

Es interesante que se presenta una excepcion a lo anterior con el microsatélite MpouBW_9, que si
presenta diferencias significativas entre las zonas (Tabla 14). En cambio, cuando sélo se consideran
las tres areas del Pacifico Sur, este marcador no presenta diferencias (Tabla 15).
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Figura 7: Frecuencia de siete marcadores genéticos de merluza de tres aletas en las zonas.
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Tabla 14: Prueba de la razén de verosimilitud de dos hipotesis acerca de las diferencias en la frecuencia de siete
marcadores genéticos de merluza de tres aletas entre zona 1 (Pacifico) versus zona 4 (Atlantico).

Modelo  GL Residuales Devianza Residual GL Razén de verosimilitud = Pr(>y?)

Nulo 12 151.8

Hdloop Z.ona 0 137.9 12 13.95 0.304
Nulo 32 408.22

HND1 Z.ona 0 374.37 32 33.85 0.378
Nulo 22 1858.28

Mmer Z.ona 0 1840.26 22 18.02 0.705
Nulo 13 1168.11

Mpo13 Z.ona 0 1148.74 13 19.37 0.112
Nulo 18 1427.18

MpouBW_7 Zona 0 1408.46 18 18.72 0.409
Nulo 12 1330.27

MpouBW_8 Zona 0 1318.04 12 12.23 0.427
Nulo 14 1429.57

MpouBW_9 Zona 0 1398.33 14 31.24 0.01

Tabla 15: Prueba de la razén de verosimilitud de dos hipdtesis acerca de las diferencias en la frecuencia de siete
marcadores genéticos de merluza de tres aletas entre tres areas zonal, zona 2 y zona 3.

Modelo  GL Residuales Devianza Residual GL  Razén de verosimilitud ~ Pr(>y?)

Nulo 24 89.61

Hdloop Z.ona 0 72.41 24 17.2 0.840
Nulo 64 317.32

HND1 Z.ona 0 260.73 64 56.59 0.733
Nulo 44 1342.71

Mmer Zona 0 1288.55 44 54.16 0.140
Nulo 26 851.99

Mpol3 Z.ona 0 827.87 26 24.12 0.569
Nulo 36 1063.01

MpouBW_7 Zona 0 1027.92 36 35.09 0.512
Nulo 24 982.4

MpouBW_8 Zona 0 962.07 24 20.33 0.678
Nulo 28 1082.6

MpouBW_9 Zona 0 1048.45 28 34.16 0.196

47



4.1.4.

.

Discusion

El presente informe tuvo la finalidad de caracterizar la diversidad genética en diferentes localidades
de la distribucién geografica sudamericana de merluza de tres aletas (M. australis), en el Océano
Atlantico y Pacifico, utilizando dos diferentes fuentes de informacién, mediante ADN nuclear y
mitocondrial.

Variabilidad genética y HSW en loci microsatélites

Los cinco loci microsatélites analizados para M. australis en su distribucion sudamericana fueron
altamente variables. Los valores de heterocigosidad de M. potausson obtenidos por Was(2008) para los
loci MpouBWO07 (0,67-0,95), MpouBWO08 (0,74-0,92), MpouBW13 (0,67-0,95) y MmerUEAWO01
(0,65-0,88) y para M. australis segin Ryan(2002) en los loci MpouBWO07 (0,72-0,85), MpouBWO08
(0,72-0,80), MpouBW09 (0,73-0,83), MpouBW13 (0,55-0,71) y MmerUEAWO1 (0,69-0,75). Hay que
destacar que en general los valores de heterocigosidad fueron mas altos en la Zona 4 (Is. Malvinas o
Falkland) que en individuos de la Zona 1 (Taitao-Caleta Coralie). Estos resultados concuerdan con lo
encontrado por Ryan(2002) en individuos de Nueva Zelanda e Islas Malvinas, siendo esta dltima la
localidad que presenta mayor variabilidad. De Woody(2000) en su revision sobre variabilidad
genética en marcadores microsatélites de peces marinos, de agua dulce y anadromos, proponen un
valor promedio de variabilidad de 20,4 alelos por locus y 0,790 de heterocigosidad para peces
marinos. Los valores promedios del nimero de alelos y heterocigosidad observada en este estudio
mostraron valores de 12,45 alelos por locus y 0,841 = 0,016 para los cinco loci. Se observaron
algunas desviaciones del equilibrio de H&W en algunas localidades causado por exceso de
homocigotos (datos no mostrados), principalmente en muestras del Pacifico del sur. Efecto
Wahlund, seleccion, endogamia o presencia de alelos nulos pueden provocar estas desviaciones. La
presencia de alelos nulos es un problema frecuente en datos microsatélites. Un alelo nulo
corresponde a la no amplificacién de un alelo, debido a que la secuencia de la region flanqueante del
microsatélite ha sufrido una mutaciéon en su secuencia nucleotidica. Otros factores que provocan
artefactos en la PCR, son la amplificacion preferencial de alelos de pequefio tamafio (Wattier et al.
1998) o un deslizamiento de la polimerasa durante la amplificaciéon por PCR (Shinde et al. 2003 ) .
Utilizando MICRO-CHECKER se corroboré que las desviaciones del Hardy & Weinberg
correspondié a un exceso de homocigotos en algunos loci (datos no mostrados) y se sugiere la
presencia de alelos nulos en esos loci analizados.

Diversidad genética en ADN mitocondrial

Para el caso de los marcadores mitocondriales, la diversidad genética fue diferente en ambos
fragmentos. La diversidad haplotipica en Dloop (0,316£0,066) y en ND1 (0,776%0,049). Es inusual
encontrar baja diversidad en el Dloop, esto porque se ha planteado la presencia de dos regiones
hipervariables en ambos extremos del gen. Por otro lado, el fragmento Dloop es el mas utilizado en
estudios de variabilidad genética, estructuracion poblacional y evaluacion de stock en peces marinos,
por su alta variabilidad. Sélo en Trachurus murphyi (Ojeda et al. 2002) se ha encontrado una diversidad
haplotipica muy baja en el gen Dloop (0,36). Hay que tener en cuenta que el tamafio del fragmento
analizado en este estudio fue de 410 pb, aunque se corrobord a posteriori que la region del
fragmento con la que estabamos trabajando era uno de los extremos hipervariables (datos no
mostrados).
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7.

Estructuracion poblacional

Se utiliz6 informacién proveniente de diferentes fuentes de informaciéon, ADN mitocondrial, ADN
nuclear, una de las principales diferencias entre éstas es la diferencia en la tasa de mutacion. EI ADN
mitocondrial da cuenta de procesos de mayor data, en cambio los microsatélites de procesos mas
recientes, o sea, si en una poblacién hay diferencias en el ADN mitocondrial concluitfamos que las
poblaciones divergieron hace una escala de tiempo mayor, por otro lado si se encuentra diferencias
en los marcadores microsatélites estarfamos en presencia de divergencia a una escala mas actual,
entre 10-100 generaciones. Nuestros resultados no muestran diferencias en el area estudiada para
ambas fuentes de informacién. O sea, el recurso merluza de tres aletas que se encuentra presente
tanto en aguas jurisdiccionales chilenas y argentinas corresponderfa a una gran poblacién con dos
areas de desove separadas. Especies de peces marinos se caracterizan principalmente por tener
grandes tamafios poblacionales, huevos y larvas pelagicas, alta fecundidad, y conductas migratorias
factores que reducen la probabilidad de divergencia entre poblaciones (Wirgin & Waldman 2005),
estas caracteristicas se presentan en la merluza de tres aletas. Estudios acerca de desplazamientos
poblacionales del recurso han establecido que se presentan dos, 1) con fines tréficos, hacia el sur en
el mar de Escocia y 2) con fines reproductivos hacia el norte a cada area de desove (Pacifico vy
Atlantico). La mezcla de ambos efectivos en el area de alimentacién, podtia ser una de las causales de
la homogeneidad genética encontrada en este estudio. Esta homogeneidad genética no es inusual en
recursos {cticos que se encuentran en la zona econdmica exclusiva chilena, jurel (Galleguillos &
Torres. 1988) (Ojeda et al. 2002), anchoveta (Ferrada et al. 2002), sardina (Galleguillos et al. 1997),
congtio dorado (Canales 2000), bacalao de profundidad (Galleguillos & Astete 2003, Galleguillos et
al. 2008) entre otros. Los valores del indice de diferenciacién poblacional Fst fueron bajos y no
significativos concordando con (Ward et al. 1994), el cual plantea que peces marinos presentan baja
diferenciaciéon genética con valores de Fst < 0,01, comparados con peces de agua dulce y
anadromos. En el caso particular de homogeneidad genética en ambos lados del cono sur
sudamericano nuestros resultados son similares a los encontrados en la especie Dissostichus eleginoides
el cual no mostr6 diferencias en su distribucion geografica desde el norte de Perd hasta las Islas.
Malvinas (Galleguillos et al. 2008).

A partir de la informacién de los resultados genéticos obtenidos en el presente proyecto, la hipotesis
de que en el cono sur de América existe un stock genético unico que se alimenta y mezcla en aguas
subantarticas, para luego incorporarse aleatoriamente a alguno de los flujos migratorios que les
conducen a las zonas de desove resulta la mas plausible. Siendo una sola gran poblacién que se
distribuirfa desde su area de desove en el Océano Pacifico (Golfo de Penas), Chile, hasta el extremo
austral y desde allf hasta las costas de Argentina, incluyendo la zona de las Is. Malvinas (Falkland).
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4.2.2.

Morfometria de otolitos.

Edwin Niklitschek', Rubén Roa?& Pamela Toledo'
"Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda

*Universidad de Concepcion, Departamento de Oceanografia

Introduccion.

El uso de caracteres fenotipicos en la caracterizacion de unidades de stock se basa en la
identificaciéon de “grupos de individuos pertenecientes a una especie, que mantienen caracteres
comunes, ambientalmente dependientes” (Cadrin & Friedland 1999), dentro de estos caracteres se
encuentran parametros vitales a nivel poblacional como: fecundidad, talla de primera madurez, tasa
media de crecimiento individual y tasa de mortalidad natural, asi como también caracteristicas
anatomicas morfométricas y meristicas (Begg et al. 2001). La identificacién de diferencias meristicas
y/o morfométricas fue por afios la base de las técnicas tradicionales de identificacion de stock (Begg
& Waldman 1999). Sin embargo, la excesiva variabilidad en las respuestas fenotipicas evaluadas llevo,
a menudo, a sugerir la existencia de estructuras poblacionales que terminaron por ser consideradas
artefactos de la respectiva técnica de identificaciéon. En la busqueda de indicadores fenotipicos mas
estables, se ha propuesto el analisis morfométrico de otolitos, que corresponden a estructuras
internas menos sensibles a la variabilidad aleatoria propia de la expresion génica de otros caracteres y
a las presiones ambientales de corto plazo (Begg et al. 2001). En efecto, la variabilidad individual de
los otolitos durante el crecimiento del individuo parece mas limitada que la variabilidad observada en
el crecimiento somatico, lo que tiende a filtrar cambios de corto plazo en la condicién del pez (eg.
stress, reproduccion o inanicién). Sin perjuicio de la sensibilidad relativa a la variabilidad ambiental,
el patron morfologico basico del otolito es especie-especifico y puede reflejar también variabilidad
genética entre distintos stock (Stransky 2004, Tracey et al. 2006). Esta combinacién de aspectos
genéticos y ambientales proporciona un enfoque fenotipico de discriminacién util para el manejo
pesquero (Begg & Waldman 1999, Begg et al. 2001, Campana 2005, Clausen et al. 2007). En efecto,
el analisis de contorno de otolitos, utilizando series de Fourier ha sido aplicada exitosamente en la
identificacién de stocks en los dltimos anos (Begg et al. 2001) (Robertson & Talman. 2002, Smith et
al. 2002, Cardinale et al. 2004, Stransky 2004, Stransky 2005, Tracey et al. 20006). Cabe senalar que de
los tres patres de otolitos (sagita, lapillus y astericus) de acuerdo a Campana & Casselman (1993) los
otolitos sagita serian los que discriminan ligeramente mejor la diferencias morfométrica.

En el desarrollo del presente proyecto, aplicamos distintos tipos de herramientas fenotipicas para
someter a prueba la hipétesis nula de stock separados planteados en la propuesta, dentro de ellos
analizamos parametros vitales, incluyendo estructura de tallas, modelo de crecimiento, modelo de
madurez sexual y se realizé un analisis de descriptores morfométricos (coeficientes de Fourier) en
otolitos sagitales en muestras procedentes de las zonas de estudio.

Materiales y métodos.

Los otolitos sagita se obtuvieron a partir del muestreo biolégico (Tabla 5, Figura 2) realizado en el
area de estudio. Los otolitos extraidos a bordo fueron guardados en sobres de papel previamente
rotulados, una vez ingresados al laboratorio de la Universidad Austral de Chile (BIMAC) en
Coyhaique, se sigui6 la siguiente rutina:

1. se revisé cuidadosamente cada muestra, eliminando aquellas quebradas o incompletas.

50



2. los otolitos fueron limpiados con agua desmineralizada en bafio de ultrasonido (Ultrasonik
modelo 28H White Ney) por dos horas.

3. fueron deshidratados en estufa de secado (Cole & Parmer modelo 0515-52) a 60°C por 24
horas.

4. se estabiliz6 la temperatura en camara de vacio con absorbente de humedad silicagel.

5. una vez estabilizada la temperatura (20 min. aproximadamente) se determiné el peso de cada
otolito usando una balanza analitica (Precisa modelo 300A) de precision de 0,0001 g.

Para el analisis de morfometria cada otolito fue fotografiado con una camara (Olympus modelo C-
5060) instalada en un microscopio trinocular (Olympus modelo SZ-61) a 0,035X de aumento
utilizando luz transmitida. Los otolitos se colocaron sobre la platina del microscopio, con el sulcus
hacia arriba y el extremo anterior del otolito hacia la derecha. La imagen fue capturada utilizando el
software Micrometrics SE Premium (version 2.2 ©). El contorno fue digitalizado utilizando el
software Sigma Scan Pro5, las coordenadas fueron exportadas a una planilla para su posterior
analisis. Se analizaron 145 otolitos provenientes de distintas zonas de estudio.

Las funciones elipticas de Fourier permiten capturar matematicamente la silueta de otolitos
irregulares de manera eficiente (Tracey et al. 2006). Se utiliz6 esta técnica para transformar cada
otolito en un conjunto de coeficientes que representasen la forma de manera multivariada, tal como
lo recomiendan Robertson & Talman (2002). Se calcularon 126 funciones harmonicas, de ellas se
eliminaron del analisis la primera y segunda, que corrigen por tamafio del otolito y por ende por
tamano del pez, y posiciéon del otolito, y las intermedias que capturan una fraccion menor de la
morfologia del otolito, esto dejé un total de 46 variables descriptoras de la morfologfa de los otolitos
de merluza de tres aletas.

El conjunto de observaciones reunidas en los coeficientes de las funciones harmonicas de Fourier
forman un conjunto multivariado que describe la forma de los otolitos de merluza de tres aletas. Se
utiliz6 dos técnicas de analisis multivariado para probar la hipétesis de que los otolitos del lado
Atlantico versus los del lado Pacifico de Sudamérica correspondian a morfometrias diferentes.
Primero, se realizé un Analisis de Varianza Multivariado (MANOVA), con la funcién manova de R
(Venables & Ripley 2002), determinando el efecto de la zona al comparar el modelo nulo,

1] T8,
f2,j Bz

_f46,j_ Bas

con el modelo con efecto de zona,

fl,j Bl,j

Jaj|=| Baj

Saei| | Bas
donde:
f;  :valor medio del coeficiente de la funcién harmoénica 7 en la zona ;
B8 : valor esperado del coeficiente de la funcién harmonica

Para la comparacion del modelo nulo versus el modelo con efecto de la zona se utiliz6 la prueba de
la raz6n de verosimilitud, con funcién anova de R.
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También, se utilizé el analisis discriminante lineal, con la funcién lda del paquete contribuido a R
ASS (Venables & Ripley 2002). En este caso el objetivo es inverso al del MANOVA: predecir la
pertenencia de cada pez a cada zona sobre la base de los 46 coeficientes de las funciones
harmoénicas. En este analisis las diferencias entre las zonas se veran reflejadas en la proporcion de
otolitos que son asignados exitosamente a su zona verdadera sobre la base de los 46 coeficientes y la
muestra de entrenamiento que se uso para crear la funciéon discriminante lineal.

4.2.3. Resultados.

El analisis exploratorio de la morfometria de los otolitos indica que los valores de los coeficientes
centrales son consistentemente mayores en los peces del Pacifico Sur (Figura 8). Consecuentemente,
el analisis estadistico revela que el modelo que considera a la zona como factor predictor de la
estructura multivariada de los coeficientes es significativamente mejor que el modelo que considera a
los datos de ambas zonas agrupados (Tabla 16).

Tabla 16: Analisis de varianza de la comparaciéon de un modelo multivariado nulo sin efecto de zona, versus uno en

que la zona es un factor significativo, para la morfometria de los otolitos de merluza de tres aletas. GL: grados de
libertad.

Modelo GL residuales Var. Generalizada Pillais  Faprox.  GL numerador GL denominador  Pr(>F)
Nulo 144 10°¢ 0.519
Zona 143 9.9x10” 0.001 2.227 47 97 0.000461
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Figura 8: Negativo del logaritmo de los 46 coeficientes de Fourier utilizados como descriptores de la morfometria de
los otolitos de merluza de tres aletas del Atlantico Sur y del Pacifico Sur.
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El resultado del analisis discriminante lineal realizado sobre la base de los 46 coeficientes se muestra
en la Tabla 17. En este caso, coincidentemente con los otros analisis, el analisis discriminatorio lineal
logra clasificar exitosamente el 93.8% de los datos.

Tabla 17: Resultado del analisis discriminante realizado a las coordenadas de los otolitos analizados pertenecientes a
la zona 1 (Pacifico) o zona 2 (Atlantico).

Probabilidad de origen Probabilidad de origen Probabilidad de origen
O8N | \dintico | Pacifico | 5" | Adantico | Pacifico | OB | Addntico | Pacifico

Atlantico 0.960 0.040 | Pacifico 0.010 0.990 | Pacifico 0.369 0.631
Atlantico 0.744 0.256 | Pacifico 0.025 0.975 | Pacifico 0.032 0.968
Atlantico 0.816 0.184 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.063 0.937
Atlantico 0.833 0.167 | Pacifico 0.008 0.992 | Pacifico 0.001 0.999
Atlantico 0.995 0.005 | Pacifico 0.156 0.844 | Pacifico 0.121 0.879
Atlantico 0.953 0.047 | Pacifico 0.016 0.984 | Pacifico 0.001 0.999
Atlantico 0.999 0.001 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.000 1.000
Atlantico 0.564 0.436 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.000 1.000
Atlantico 0.855 0.145| Pacifico 0.022 0.978 | Pacifico 0.380 0.620
Atlantico 0.555 0.445 | Pacifico 0.003 0.997 | Pacifico 0.073 0.927
Atlantico 0.543 0.457 | Pacifico 0.022 0.978 | Pacifico 0.179 0.821
Atlantico 0.501 0.499 | Pacifico 0.118 0.882 | Pacifico 0.166 0.834
Atlantico 0.635 0.365 | Pacifico 0.077 0.923 | Pacifico 0.027 0.973
Atlantico 0.998 0.002 | Pacifico 0.003 0.997 | Pacifico 0.006 0.994
Atlantico 0.978 0.022 | Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.001 0.999
Atlantico 0.973 0.027 | Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.048 0.952
Atlantico 1.000 0.000 | Pacifico 0.029 0.971 | Pacifico 0.012 0.988
Atlantico 0.863 0.137| Pacifico 0.311 0.689 | Pacifico 0.000 1.000
Atlantico 0.731 0.269 | Pacifico 0.322 0.678 | Pacifico 0.328 0.672
Atlantico 0.548 0.452 | Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.023 0.977
Atlantico 0.997 0.003 | Pacifico 0.016 0.984 | Pacifico 0.035 0.965
Atlantico 0.794 0.206 | Pacifico 0.006 0.994 | Pacifico 0.005 0.995
Atlantico 0.997 0.003 | Pacifico 0.017 0.983 | Pacifico 0.000 1.000
Atlantico 0.939 0.061 | Pacifico 0.078 0.922 | Pacifico 0.013 0.987
Atlantico 0.975 0.025| Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.011 0.989
Pacifico 0.013 0.987 | Pacifico 0.043 0.957 | Pacifico 0.043 0.957
Pacifico 0.024 0.976 | Pacifico 0.006 0.994 | Pacifico 0.004 0.996
Pacifico 0.015 0.985 | Pacifico 0.023 0.977 | Pacifico 0.008 0.992
Pacifico 0.090 0.910 | Pacifico 0.056 0.944 | Pacifico 0.002 0.998
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Probabilidad de origen Probabilidad de origen Probabilidad de origen

OB | \dintico | Pacifico | " | Adintico | Pacifico | O™ | Adintico | Pacifico
Pacifico 0.005 0.995 | Pacifico 0.003 0.997 | Pacifico 0.037 0.963
Pacifico 0.124 0.876 | Pacifico 0.017 0.983 | Pacifico 0.015 0.985
Pacifico 0.003 0.997 | Pacifico 0.012 0.988 | Pacifico 0.051 0.949
Pacifico 0.010 0.990 | Pacifico 0.007 0.993 | Pacifico 0.000 1.000
Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.026 0.974
Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.173 0.827 | Pacifico 0.390 0.610
Pacifico 0.004 0.996 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.049 0.951
Pacifico 0.670 0.330| Pacifico 0.013 0.987 | Pacifico 0.025 0.975
Pacifico 0.267 0.733| Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.013 0.987
Pacifico 0.002 0.998 | Pacifico 0.004 0.996 | Pacifico 0.003 0.997
Pacifico 0.015 0.985| Pacifico 0.019 0.981 | Pacifico 0.000 1.000
Pacifico 0.011 0.989 | Pacifico 0.005 0.995 | Pacifico 0.000 1.000
Pacifico 0.004 0.996 | Pacifico 0.008 0.992 | Pacifico 0.023 0977
Pacifico 0.008 0.992 | Pacifico 0.027 0.973 | Pacifico 0.003 0.997
Pacifico 0.014 0.986 | Pacifico 0.000 1.000 | Pacifico 0.025 0.975
Pacifico 0.002 0.998 | Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.000 1.000
Pacifico 0.005 0.995 | Pacifico 0.001 0.999 | Pacifico 0.229 0.771
Pacifico 0.005 0.995 | Pacitico 0.222 0.778 | Pacifico 0.008 0.992
Pacifico 0.303 0.697 | Pacifico 0.245 0.755 | Pacifico 0.017 0.983
Pacifico 0.002 0.998

4.2.4. Discusion.

La forma del otolito determinada por analisis de descriptores de Fourier puede ser una herramienta
de medicion rapida y facil para la discriminacion de stock y ha sido utilizada en estudios de diversas
especies como caballa (Scomber scombrus) (Castonguay et al. 1991), bacalao (Gadus morbua) (Campana
& Casselman 1993), orange roughy (Hoplostethus atlanticus) (Robertson & Talman. 2002, Smith et al.
2002), redfish (genus Sebastes) (Stransky 2004), siendo utilizada como herramienta unica o como
apoyo a otras técnicas aplicadas en la determinacion de stock..

Los resultados de la morfometria de otolitos utilizando el analisis de Fourier indican que existe una
diferencia entre los otolitos de ejemplares del Pacifico y los ejemplares del Atlantico, apreciable en la
diferencia existente entre los valores de los coeficientes centrales de Fourier y el analisis estadistico
que indic6é que el modelo que considera a la zona como factor predictor de la estructura multivariada
de los coeficientes es significativamente mejor que el que considera a los datos de ambas zonas
agrupadas. Ademas, el analisis discriminatorio lineal logré clasificar exitosamente el 93.8% de los
datos.
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4.3.

4.3.1.

4.3.2.

2

Parametros clave de la historia de vida.

Autor: Rubén Roa !

! Universidad de Concepcion, Departamento de Oceanografia

Introduccion.

Este analisis se bas6é en diversas bases de datos de procesos bioldgicos de Micromesistius australis
generadas con informacién recopilada en las areas en estudio. Se maximizé las funciones de
verosimilitud dentro de un modelo lineal generalizado. La comparaciéon de los modelos nulos versus
los modelos con efectos de las variables predictoras se realizé en todos los casos mediante
evaluaciones del Indice de Informacién de Akaike (AIC) o mediante pruebas de razones de
verosimilitud, o su equivalente, el analisis de varianza cuando la distribucién de los datos fue normal
o normal multivariada. El AIC se utiliz6 cuando la comparacion involucrd el ajuste de modelos,
especificamente, los modelos de crecimiento y de madurez sexual, mientras que la prueba de la razén
de verosimilitud se utilizé cuando el analisis involucré una prueba de hipétesis solamente.

En los casos en que la prueba de hipotesis considere la comparacion entre Atlantico Sur versus
Pacifico Sur, nos referitemos al factor 'zona'. Las bases de datos consideradas, y las hipotesis
planteadas para cada base, son:

e [Estructura de tallas del desembarque; Atlantico Sur versus Pacifico Sur.
e Longitud y edad de machos y hembras; Atlantico Sur versus Pacifico Sur.

e Longitud y madurez sexual de machos y hembras; Atlantico Sur versus Pacifico Sur.
Materiales y métodos.

Comparacion de la estructura de tallas de los stocks Atlantico y Pacifico, considerando la variabilidad interannal de
las diferencias.

LLa base de datos consistié de 70.107 registros de longitud estandar agrupados en categorias de 1 cm,
de los cuales 24.141 provinieron del Pacifico Sur y 45.966 del Atlantico Sur (Tabla 5). Estos ultimos
datos fueron proporcionados por colegas del Department of Fisheries del Falkland Islands
Goverment, y cubrieron un periodo desde 1998 a 2007. Los datos del Pacifico Sur sélo cubrieron el
periodo 2002 a 2007, sin datos para el afio 2006. Puesto que la comparaciéon de la estructura de tallas
del stock a ambos lados de América del Sur debe considerar el efecto de la variabilidad interanual, se
eliminaron del analisis los registros del Atlantico Sur anteriores a 2002. En cambio, fueron
considerados los datos del Atlantico Sur de 2006, a pesar de la ausencia de los mismos en el lado
Pacifico.

Los datos disponibles no presentaron diferenciacioén por sexo asi que los analisis se realizaron sobre
los sexos agrupados. Para disminuir la variabilidad muestral, antes de la aplicacion de los modelos
estadisticos, los datos de talla fueron agrupados en categorias de 5 cm, definidas como:

1.20:1.S <20 cm.
1.25:20cm <I1S <25cm
1.30: 25 cm < LS <30 cm
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[.35:30 cm < LS < 35 cm
140:35 cm < LS <40 cm
I145:40 cm < LS <45 cm
L.50: 45 cm < LS < 50 cm
L55:50 cm < LS £ 55 cm
L60: 55 cm < LS < 60 cm
L65: 60 cm < LS < 65 cm
L70: 1.8 > 65 cm
Modelacion Estadistica

Los datos de estructura de tallas en la captura forman una variable de distribucién multinomial,

[,
[
[y
donde
; : numero de peces en la muestra de la captura cuya talla hace que pertenezca
a la categoria de talla /,
k : nimero de categorias de talla (£4=11).

La distribucién multinomial correspondiente tiene parametros,

donde

n : nimero total de peces en la muestra de la captura, p=1,y Xp~=1.

Para determinar si existen diferencias en la estructura de tallas en la captura entre las muestra del
Pacifico Sur y las del Atlantico Sur, tomando en cuenta el efecto anual, se realiz6 un analisis de
regresion logistica multinomial, una forma de modelo lineal generalizado con variable respuesta
multivariada y discreta (Venables & Ripley 2002). Los modelos lineales generalizados fueron
planteados en la siguiente secuencia.

Primero, el modelo nulo fue,

Pi\_
log| — =y,

1

donde

la zona de referencia es Pacifico Sut,

el afio de referencia es 2002, y

y es el puntaje logit independiente de la zona y del afio.

Segundo, el modelo con efecto exclusivamente del afio fue,
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.

p.
log Ly =y, Aﬁoy)

pl,y
donde

Ario y entra como un factor.

Tercero, el modelo con efecto exclusivamente de la zona fue,

p. .
log| —L =y(i,Zonaj)
1,j
donde
Zona ; es un factor.

Cuarto, el modelo con efecto separado de afio y zona fue,

p. .
log| —£ =y(i,Aﬁ0y)+y(i,Zonaj).
Lj

Este modelo corresponde al caso en que la estructura de tallas de la captura es diferente para cada
zona y diferente para cada afio, pero el cambio anual es independiente de la zona.

Quinto, el modelo mas complejo fue con interaccion entre zona y afio, donde la diferencia entre las
zonas cambia a través de los afios.
Pi ; L a . S .
log| —£ =yl.—|—y(1, Anoy)—i—y(z, Zonaj)+y(l, Anoy)y(z ,Zonaj)
l’j

La comparacién de los modelos se realizé a través de la prueba de la razén de verosimilitud, que es
equivalente a un anova si la distribucién de los datos fuera normal. En los ajustes de los modelos se
utiliz6 el paquete nnet de R, y la funcion multinom (Venables & Ripley 2002).

Ajuste y comparacion de modelos de crecimiento de los stocks Atlantico y Pacifico.

La base de datos consistié en 9.963 observaciones de longitud estandar y edad del Atlantico sur
(zona 4), y 505 observaciones similares del Pacifico sur (zonas 1, 2 y 3). De la base de datos de la
zona 4 fueron eliminados cuatro datos, uno con edad de 85 afos, otro con edad 0 afios y longitud 59
cm, y dos con edad 1 afio y longitud 57 cm y 48 cm. Ademas fueron eliminados todos los registros
en que el sexo fue indeterminado. Esto resulté en 4.918 observaciones de hembras y 4.967 de
machos para la zona 4, y 246 observaciones en hembras y 102 en machos para el Pacifico sur.

Modelacion Estadistica

Sea /[@) un modelo de crecimiento, donde la longitud del pez es funcién de la edad. Se investigd dos
modelos de crecimiento:

Schnute:
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7

N:

von Bertalanffy:

l
la)=1,1- I_O exp(—Ka)

Ambos modelos han sido reparametrizados por este autor, la reparametrizaciéon del modelo de
Schnute es explicada en Arkhipkin(2005); la reparametrizaciéon del modelo de von Bertalantfy
consiste en reemplazar el parametro % (que tiene poco sentido fisico pues es una edad negativa) por
la longitud inicial (/,), que si es directamente intepretable en términos biolégicos. La justificacion
biolégica-matematica del uso del modelo de Schnute se encuentra en Arkhipkin(2005).

El modelo estadistico consistié en

Aa)=l(a;)+e, ,e~P(l(a),0”p,x)

donde:

A : variable aleatoria que representa la longitud de un pez individual (indexado
por 1),

Ka) : modelo de crecimiento subyacente (Schnute o von Bertalanffy)

€ : variable aleatoria de distribucién P,

P : distribucién robusta que considera una mezcla entre una distribucion

normal con media Aa) y varianza ¢, y otra distribucién de colas mucho mas
altas con parametro o y parametro de mexcla p.

En esencia, este es un modelo de regresion robusta y es el mismo que esta implementado en ADMB,
en este caso se codifico en el sistema de programacion estadistica R 2.7.1. El uso de la distribucion
robusta sirve para dar cuenta de errores de lectura de edad como los que se sospecha han ocurrido
en el caso de algunos puntos alejados de la nube de datos en la Figura 13, en lugar de eliminar esos
puntos manualmente, la regresion robusta da cuenta de ellos como provenientes de la distribucion
de colas altas que esta mezclada con la distribucion normal (Arkhipkin & Roa-Ureta 2005).

El ajuste de los modelos se realizé codificando nuestras propias funciones que llaman a la funcién de
maximizacion no lineal de R, nlm. Primero se comparé el modelo de Schnute con el modelo de von
Bertalanffy, para cada sexo y cada zona. Una vez decidido cual de ambos modelos representa mejor
el crecimiento de merluza de tres aletas, se contrasté el modelo segun el cual hay un sélo modelo de
crecimiento valido para ambas zonas versus un modelo en que existen modelos diferentes de
crecimiento para cada zona, siempre respetando la diferencia entre sexos.

Estimacion y comparacion de los modelos de madurez sexual.

Se conto6 con tres bases de datos, dos del sector Pacifico y una del sector Atlantico. Las primeras
provinieron de los proyectos FIP 2001-20 y 2005-06, ambos de evaluacion hicroacustica del stock de
merluza de tres aletas. La base del sector Atlantico fue proporcionada por colegas del Department
of Fisheries del gobierno de las Islas Malvinas. Desafortunadamente, la base de datos proveniente
del lado Atlantico no contenia informacién sobtre fecundidad. Debido a esto, sdlo se realizé un
analisis cuantitativo de las tallas de madurez sexual del lado Atliantico versus lado Pacifico.

La escala de madurez utilizada en las tres bases de datos para clasificar a los peces en estados de
madurez sexual se bas6 en la escala de Macchi et al. (2005), que considera hasta ocho estadios, de
los cuales generalmente se observan solo seis. En los informes finales de los proyectos FIP 2001-20
y 2005-06 se indica que se considera sexualmente maduros a los peces del lado Pacifico en estado 3 y
superior; lo mismo indican Macchi et al. (2005) y Macchi & Pajaro (1999), que ocurre en el
Atlantico. Si bien se utiliz6 bases de datos de distinta procedencia, se hizo esfuerzos para
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compatibilizar los estados de madurez del Atlantico con los del Pacifico (comunicaciéon personal con
cientificos de diversas instituciones), ademas la clasificaciéon de peces maduros e inmaduros en cada
base de datos se realizo sobre la base de las aclaraciones de Paul Brickle (Falkland Island Fisheries
Departament). En este analisis se supuso que los peces en estado 1 y 2 fueron juveniles inmaduros, y
los peces en estados superiores fueron peces maduros. Los individuos cuyo sexo fue indeterminado
o que no presentaron registro de estado de madurez fueron eliminados del analisis. Dado estos
criterios, los datos de frecuencia de individuos maduros a la talla son los que se indican en la Tabla
18; las frecuencias y proporciones de individuos maduros a la talla se muestran en la Figura 14.

Tabla 18: Numero de individuos maduros e inmaduros en tres bases de datos correspondientes a merluza de tres
aletas (Fuente: FIFD: Falkland Islands Fisheries Department).

Zona Hembras Machos
FIP 2001-20  Pacifico Sur 229 30
Inmaduros FIP 2005-06  Pacifico Sur 37 1
FIFD Atlantico Sur 202 292
FIP 2001-20  Pacifico Sur 474 564
Maduros FIP 2005-06  Pacifico Sur 758 666
FIFD Atlantico Sur 3273 4056

Modelacién Estadistica

En general, se siguieron los métodos descritos en Roa-Ureta et al. (1999), basados en maximizar una
funcién de verosimilitud binomial sobre datos agrupados en categorfas de longitud de 1 cm. Sin
embargo, en el presente trabajo no se utilizé6 remuestreo Montecarlo para evaluar la incerteza
asociada al parametro de longitud de 50% de madurez. En lugar de eso se re-parametrizé el modelo
logistico segiin

0 =0
D)= 1
(D= E PO 10
B+ BIg)=
9=05,- /30:_/31].5
_ _ _In(1/19) _ In(1/19)
9=095- B +pI =Inl/19), Bl_ﬁ’ 'Bo__l.sﬁ
.95 5 .95 5
donde:
¢ : proporciéon de madurez
/ : longitud estandar
Boy B : parametros, que se reemplazan por /5 y /os ( longitud de 50%

y de 95% de madurez respectivamente).

De esta manera la incerteza asociada a la longitud de 50% de madurez, /5 es evaluada directamente
de la maximizacion de la funcién de soporte, en lugar de recurrir a simulacién Monte Carlo.

La comparacion de los modelos de madurez sexual entre las dos zonas se realiz6 utilizando el Indice
de Informacién de Akaike (AIC). Para esta comparacion, se calculd el AIC cuando se ajustaron dos
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modelos diferentes para cada zona, suponiendo independencia entre los datos; cuando los datos se
agregan se realizé un sélo ajuste, ignorando la zona de origen de los datos.

La estimacion de la edad de madurez sexual se realizé utilizando la estimacion de talla de madurez
sexual y la funcién de crecimiento de von Bertalanffy inversa,

1 Zoo

1—-2

L,

Al reemplazar los parametros de esta ecuacién por los estimadores de maxima verosimilitud
obtenidos en las secciones de modelacién del crecimiento y de la longitud de madurez sexual, se
obtiene un estimador de maxima verosimilitud de la edad de 50% de madurez, por la propiedad de
invarianza funcional de los estimadores de maxima verosimilitud Casella (1990). Para obtener la
medida de incerteza de este estimador (error estandar), se utilizé una aproximacioén a la curvatura

alrededor del maximo de la curva de soporte mediante expansion por series de Taylor,
112

oals

o qlex

V(K) e(K,1,) ¢(K, 1) ¢(K.I)|pa5

EE(a )= da5 0al5 da5 odal|c(l,.K) (1) ¢(l,.1,) el 1) oL,
3 oK 0ol, 9dl, 0l 3(10,[%) o1l v el ls) oa.s
el k) el i) ey oy || 9

A o0als

0l

Las derivadas parciales en esta férmula fueron derivadas analiticas calculadas con el Computer
Algebra System Maxima 5.15.0.

Para realizar la estimacion se utilizé cédigo R 2.7.1, que permite realizar todo el proceso de analisis,
desde los vectores de longitud y estado de madurez (0 para inmaduro, 1 para maduros) basicos, hasta
la estimacion de los parametros, esto ultimo utilizando la funcién de maximizaciéon no lineal, nlm().
Para la estimacion de a.5 y de su error estandar se escribié una funcién original en coédigo R 2.7.1,
que llamamos a 50.vbf(), y que tiene como argumentos a los 11 valores distintos de la férmula
matricial, proporcionados por el usuario.

4.3.3. Resultados

i.  Comparacion de la estructura de tallas de los stocks Atlintico y Pacifico, considerando la variabilidad interannal de
las diferencias.

Se realizé un analisis de los datos crudos con el fin de comparar las medias de los stock del Pacifico
y del Atlantico (Tabla 19) se observa que los ejemplares del Atlantico sur tienden a presentar una
mayor talla media que los ejemplares del Pacifico sur. La talla media por afio tiende a presentar una
mayor variabilidad en la zona del Pacifico sur que en la zona del Atlantico sur (Figuras 9 y 10). Los
datos crudos de frecuencia de tallas en categorias de 1 cm se muestran en la Figura 11. En general se
observan diferencias entre los afios y entre las dos zonas, aunque la forma general de la estructura de
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talla se mantiene relativamente estable, con predominancia de individuos entre 50 y 60 cm, excepto
en el ano 2004 en la zona del Pacifico, que muestra una estructura completamente diferente a las
restantes diez combinaciones de afio y zona.

Tabla 19: Talla media, desviacién estandar, talla maxima, minima y mediana para merluza de tres aletas provenientes
de las zonas 1 (Pacifico sur) y 4 (Atlantico sur).

Afio Media Desviacion estandar Maiximo Mediana Minimo
Atlantico Pacifico Atlantico Pacifico Atlantico Pacifico Atlantico Pacifico Atlantico Pacifico
1998 50,5 5,43 60 52 35
1999 51,1 4,74 61 52 38
2001 52,2 5,07 61 54 34
2002 51,3 49,9 6,72 7,83 65 67 53 53 18 21
2003 48,52 49 6,97 8,74 64 62 49 52 18 23
2004 50,6 45,4 6,07 6,04 67 64 51 44 22 32
2005 51,1 50 5,88 7,38 64 69 52 50 18 27
2006 49,9 6,63 65 51 29
2007 50,1 51,1 5,95 7,44 66 65 50 52 21 29
7 Pacifico
60
50 — + n
+
- u
= 40 —
Q
et
o 1
T 3
'_
20 — o
10 —
o | | | | | | | | | |
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Anos

Figura 9: Diagramas de Tukey para las medias de tallas de merluza de tres aletas en zona 1 (Pacifico sur).
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Figura 10: Diagramas de Tukey para las medias de tallas de metluza de tres aletas zona 4 (Atlantico sur).

Para disminuir la variabilidad muestral, los datos de talla se agruparon en categorfas de 5 cm (Figura
12). Estos datos difieren entre las dos grandes zonas y esta diferencia ocurre aun cuando se despeja
el efecto del afio (Tabla 20). En definitiva, el modelo mas apoyado por los datos contiene diferencias
entre zonas que van cambiando con los afios. Al inspeccionar las Figuras 11 y 12 se aprecia que en el
Atlantico Sur hay menor presencia de tallas menores que en el Pacifico sur. Esto puede deberse a
que en el lado Atlantico hay una mayor presencia de peces de mayor talla, o que la selectividad de la
flota Atlantica es mas especifica hacia los tamafios mayores que la flota del Pacifico, o a una
combinacién de ambos factores. Estas diferencias se observaron aun cuando se disminuyé la
resolucion de la medicion de talla, desde grupos de 1 cm a grupos de 5 cm.

Tabla 20: Resultados de la prueba de razén de verosimilitud para varias hipétesis concernientes con las diferencias en
la estructura de tallas entre el Pacifico Sur y el Atlantico Sur, el quinto modelo incluye interaccién y efectos
principales.

Modelo GL residuales  Devianza residual GL Razén de verosimilitud ~ Pr(>y?)
Nulo 100 2349955
Afio 90 232994.6 10 2000.89 <10°¢
Zona 50 229596.8 40 3397.84 <10°
Zona + Afio 40 2277514 10 18453 <10°
Zona * Afio 0 226263.0 40 1488.4 <10°

62



Pacifico Sur

Atlantico Sur

400
|

400 800
200

T 2002
o o

1]
|

20

a0 40

[¥] 40 80

L1111

g
[=]
[=]
(]

[¥] 100 200

I T N |

20

30 40

100 150

400

50

o
1

et = —
2004 /\N & ‘_/\jv‘k
o -

20

30 40

Frecuencia

o 100 250
I T |
g
(=]
(=]
(5]
0 200 600
I I

20

30 40

0.8

0.4

200 400

[¥]

0.0

0 20 60

| N |
]
[=]
=]
b1

0 200 500

I T |

T T T T T
20 30 40 50 GO

Longitud estandar (cm)

20 30 40 a0 60
1 I I 1
20 a0 40 50 G0

Figura 11: Estructuras de tallas de merluza de tres aletas en el lado Pacifico y Atlantico de América del Sur. No se

dispuso de los datos del afio 2006 en el Pacifico Sur.

63



2000 4000

[}

300

o 100

Frecuencia
1500 200 500

500

0.8

0.4

0.0

300

o 100

Pacifico Sur

2002

50

G0

3

2003

30

50

G0

EE

2004

30

50

G0

J -

2005

50

G0

d

20086

30

a0

60

g -

2007

a0

I
60

70

1500

o 500

400 8OO

[¥]

1000 2500

o 1000 2500 [¥]

2000 [} 1000 2000

1000

[}

Atlantico Sur

]
(=)

a2 4

30 40 50 G0

Fa
(=]

d -

30 40 50 G0

Fa
(=]

E=

30 40 50 G0

()
(=]

d 4

30 40 50 G0

g -

20 30 40 a0 60
1 I | I I
20 30 40 a0 60 J0

Longitud estandar (cm)

Figura 12: Re-agrupamiento de los datos de estructura de tallas en categorfas de cinco cm para los anilisis de
modelacion estadistica.

64



.  Ajuste y comparacion de modelos de crecimiento de los stocks Atlintico y Pacifico.

Los datos crudos de edad y longitud que fueron usados en la modelacién se muestran en la Figura
13, para ambas zonas consideradas separadamente, y en ambos sexos, el modelo que proporciona
una mejor explicacion de los datos de edad y longitud es el de von Bertalanfty (Tabla 21, Figura 13).

Asimismo, el modelo que considera que en ambas zonas los peces crecen con su propio modelo de
crecimiento von Bertalanffy, para cada sexo, es superior al modelo que supone que existe un Gnico
modelo de crecimiento para cada sexo. Por lo tanto, nuestra conclusion es que existen diferencias en
el crecimiento de hembras y machos de merluza de tres aletas entre ambos lados de Sudamérica. Los
parametros ajustados y sus errores estandar se informan en la Tabla 22.

En general, las hembras alcanzan mayores longitudes que los machos a ambos lados de Sudamérica y
los peces de ambos sexos son de mayor longitud en el lado Atlantico. Las tasas de crecimiento son
diferentes entre zonas, a juzgar por la forma de las curvas de crecimiento (Figura 13). En el
Atlantico, los peces crecen mas rapido en su etapa juvenil.

Tabla 21: Comparacién de modelos de crecimiento de Schnute y von Bertalanffy en merluza de tres aletas de ambos
lados de Sudamérica.

Hembras Machos
Atlantico Sur Pacifico Sur | Atlantico Sur Pacifico Sur
Maximo funcién de soporte -8872.3 -397.6 -8439.2 -118.9
Schnute Numero de parametros 4 4 4 4
AlC 17752.6 803.2 16886.4 245.8
Maximo funcién de soporte -8865.6 -397.6 -8431.6 -119.5
wvon Bertalanffy NUmero de parametros 3 3 3 3
AlC 17737.1 801.2 16869.3 245.0
Maximo funcién de soporte -10997.93 9417.65
Una zona Numero de parametros 3 3
AIC 22001.87 18841.3
Maximo funcién de soporte -9269.9 -8558.1
Dos Zonas Numero de parametros 6 6
AIC 18545.8 17122.2

Tabla 22: Parametros y sus errores estandar (entre paréntesis) de los modelo de crecimiento seleccionados para
merluza de tres aletas de ambos lados de Sudamérica

Atlantico Sur  Pacifico Sur

I.(cm) 59.0 (0.1) 55.8(2.3)
Hembras I,(cm) 13.6 (0.3) 28.3(1.2)

K (afio) 0.214 (0.002) 0.089 (0.017)

I, (cm) 55.0 (0.1) 48.0 (2.1)
Machos l,(cm) 11.8 (0.3) 30.4 (2.1)

K (afio™') 0.244 (0.002) 0.110 (0.037)
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Figura 13: Modelo de crecimiento de von Bertalanffy en merluza de tres aletas de ambos lados de Sudamérica.

ut.  Estimacion y comparacion de los modelos de madurez sexnal.

El modelo de madurez sexual como funcién de la longitud que considera que los stocks de merluza
de tres aletas del Atlantico Sur y del Pacifico Sur presentan distintos parametros, es superior al
modelo que considera que ambos stocks maduran segin los mismos parametros, para ambos sexos
(Tabla 23). Las diferencias entre ambos stock son claras, a juzgar por la magnitud de las diferencias
entre los AIC. En el caso de la comparaciéon con los datos de machos, se ignoraron los datos del
Pacifico Sur provenientes del proyecto FIP 2005-006, puesto que estos datos rindieron una estimacion
exacta, no estadistica, de la longitud de 50% de madurez (ver mas adelante).

Tabla 23: Comparaciéon del modelo de madurez sexual como funcién de la longitud de merluza de tres aletas para
dos zonas, Atlantico Sur versus Pacifico Sur.

Hembras Machos
Una Zona Dos Zonas Una Zona Dos Zonas
Maximo funcion de soporte -1321.79 -779.43 -645.73 -568.57
Numero de parametros 2 6 2 4
AlC 2647.57 1570.85 1295.47 1145.14
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Las diferencias en el modelo de madurez sexual entre ambas zonas corresponden a longitudes de
50% y de 95% mucho menores en las hembras del Atlantico Sur que en las hembras del Pacifico Sur,
mientras que en los machos las diferencias se deben sélo a una menor longitud de 95% de madurez
en el Atlantico Sur (Tabla 24). En el caso de los machos esto indica una mayor gradualidad en el
Pacifico Sur, lo cual se observa claramente en la ojiva de madurez sexual (Figura 14). En el caso de
las hembras, la diferencia es tan importante que a la longitud en que las hembras del Pacifico Sur
alcanzan el 50% de maduracion, las hembras del Atlintico Sur alcanzan un 95% de maduracién

(Tabla 24).

Los autores del Informe Final del proyecto FIP 2001-20 (Lillo et al. 2002) consideraron invalidos sus
datos de madurez sexual obtenidos en ese proyecto, y por lo tanto decidieron no ajustar una ojiva de
madurez. Al realizar el analisis de los datos reportados en ese proyecto, se observa que en efecto la
talla de madurez sexual de las hembras es sumamente alta comparada con los resultados del lado
Atlantico (Tabla 24), que abarcan 20 afios de muestreos. En cambio, los resultados reportados en el
proyecto FIP 2005-06 producen una estimacion de talla de madurez sexual de las hembras que se
aproxima mucho mas a la observada en el lado Atlantico (Tabla 24). Siguiendo el criterio de Lillo et
al. (2002), respecto del Pacifico Sur estamos descartando los resultados obtenidos con los datos del

proyecto FIP 2001-20, y consideramos validos sélo los resultados basados en los datos del proyecto
FIP 2005-00.

En el caso de los machos del Pacifico Sur (proyecto FIP 2005-006) la progresion desde inmaduros a
maduros ocurrié exactamente desde la longitud 28 cm a la longitud 29 cm, lo que implica una
longitud de 50% de madurez de 28,5 cm. Este resultado puede ser considerado cuestionable puesto
que no se observaron machos inmaduros (Figura 14). Sin embargo, la similaridad de este valor con el
obtenido desde la base de datos del Atlantico (e incluso en la dudosa base de datos de madurez
sexual del proyecto FIP 2001-20, Tabla 24) hace pensar que puede ser valido, y por lo tanto es
reportado en este estudio. No obstante lo anterior, no es posible usar este estimado en la estimacion
de la edad de 50% de madurez de machos para el Pacifico Sur, porque este valor de longitud de 50%
de madurez sexual es mayor que la longitud inicial 4 proveniente del modelo de crecimiento (Tabla
22), lo que produce valores infactibles al usar la ecuacion para as. En consecuencia sélo se compara
la edad de 50% de madurez entre hembras de ambos lados de América del Sur.

En el Atlantico Sur la edad de maduracion es similar en hembras y machos, cerca de los dos afios de
vida, y en el caso de las hembras, ésta es muy diferente al mismo parametro de la historia de vida en
el Pacifico Sur (Tabla 25). Esto se debe tanto a las diferencias en las tasas de crecimiento reportadas
en Crec_RR.odt como a las diferencias en maduracién sexual. Las hembras en el Atlintico Sur
maduran tres afios antes que las hembras del Pacifico Sur.

Tabla 24: Parametros ajustados de la ojiva de madurez de merluza de tres aletas en el Atlantico Sur y en Pacifico Sur.
Errores estandar entre paréntesis.

Hembras Machos
Atlantico Sur 29.6 (0.4) 29.7 (0.3)
Longitud de 50% (cm) Pacifico Sur — FIP 2001-20 46.3 (1.3) 30.4 (2.8)
Pacifico Sur — FIP 2005-06 38.3(0.9) 28.5
Atlantico Sur 38.4 (0.4) 38.1(0.3)
Longitud de 95% (cm) Pacifico Sur — FIP 2001-20 74.7 (3.3) 48.1 (1.3)

Pacifico Sur — FIP 2005-06 44(0.8) = -
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Figura 14: Ojivas de madurez sexual de merluza de tres aletas en el Pacifico Sur y en el Atlantico Sur. Los nimeros
indican el nimero de observaciones en cada categorfa de longitud.

Tabla 25: Edad de 50% de maduracién sexual de merluza de tres aletas en el Atlantico Sur y en Pacifico Sur. Errores
estandar entre paréntesis.

Hembras Machos
Atlantico Sur 2.02 (0.07) 2.20(0.09)
Pacifico Sur— FIP 200506  5.12 (0.66)  -————-
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4.3.4. Discusion

Los analisis basados en verosimilitud realizados sobre diferentes bases de datos colectadas durante la
ejecucion del proyecto, de diferencias y similitudes entre divisiones espaciales mayores del stock de
merluza de tres aletas en la plataforma continental sur de Sudamérica, permitieron realizar analisis

de:

1) estructuras de tallas observadas por las flota pesquera de las Falklands en el lado Atlantico, y
la flota chilena en el lado Pacifico,

2) edad y longitud,
3) estado de madurez sexual y longitud,
Se pudo distinguir estos estudios como orientados a procesos bioldgicos los que corresponden a

procesos fuertemente afectados por la condiciones de vida de las cohortes una vez que van
progresando a través del tiempo en distintos ambientes ecologicos;

Los resultados indican fuertes diferencias en todos los procesos de la historia de vida de las cohortes.
En ese sentido los stocks del Atlantico Sur y del Pacifico Sur serfan stocks que pueden ser
considerados funcionando de manera separada una vez que se realiza el reclutamiento. En particular,
no se sustenta la hipdtesis que existe intercambio de peces adultos entre los dos lados de
Sudamérica.
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4.4. Evaluacion de posibles diferencias intra-especificas en la composiciéon de la
fauna parasitaria de M. australis.

2

Mario George-Nacimento', K. Gonzalez', D. Moscoso' & A. Lafon
! Universidad Catolica de la Santisima Concepcion.

* Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda.

4.4.1. Introduccion.

El uso de los parasitos como indicadores de stocks de peces explotados comercialmente ya tiene
tradicion (MacKenzie 2002, Mackenzie et al. 2008) . Sin embargo, en el estudio de la biologia
poblacional en merluza de tres aletas se han utilizado los caracteres morfométricos, reproductivos y de
crecimiento (Hanchet 1999), pero no los parasitarios, con la excepcion del myxozoo Kudoa allaria
(Agnew et al. 2003), en este estudio se encontraron variaciones significativas entre cohortes de M.
anstralis en la magnitud del parasitismo por K. a/laria que fueron interpretadas como resultantes de las
variaciones periddicas de la cubierta de hielo y de la temperatura superficial del mar que afectarian
diferencialmente el reclutamiento del parasito en el tiempo. Estos resultados sefialan que el empleo de
los parasitos como marcas naturales de las poblaciones de hospedadores requiere tener en cuenta que
existen modificaciones en el tiempo de sus parametros poblacionales. Por otra parte, los antecedentes
de la biologia poblacional de la merluza de tres aletas sefialan que luego del reclutamiento de las larvas,
los adultos vuelven a desovar a sus lugares de origen, por lo que constituirian stocks diferentes
(Hanchet 1999). Los antecedentes parasitolégicos para esta especie son escasos e incluyen el registro
ya mencionado del myxozoo Kuwdoa allaria (Agnew et al. 2003), y del monogeneo Diclidophora
micromesisti (Suriano & Martorelli 1984). Este informe analiza la informacién parasitaria de 165
ejemplares de la merluza de tres aletas obtenidos desde cuatro zonas de pesca en el cono sur de
Sudamérica, con el objeto de interpretar la informaciéon desde una perspectiva biolégico poblacional.
Es decir, si existen variaciones significativas entre las zonas de pesca en las parasitosis de la merluza de
tres aletas, éstas pudiesen indicar cierto grado de discretitud de las poblaciones de esta especie
alrededor del cono sur de Sudamérica.

4.4.2. Materiales y métodos.

LLas muestras provenientes del Zona 1 (Taitao-Caleta Coralie; n = 68), Zona 2 (Is. Diego Ramirez)
(n=11) y Zona 3 (I. Navarino) (n=41) fueron tomadas entre octubre y diciembre del ano 20006, en
tanto que la de Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland) (n = 45) fue tomada en diciembre de 2007. En total
se examinaron 165 ejemplares a los que se les determiné su longitud horquilla (LH, cm), peso corporal
(), sexo, estado de madurez sexual y parasitismo. Considerando que algunos ejemplares tenfan la aleta
caudal deteriorada, se utiliz6 la longitud horquilla. La significancia estadistica de las diferencias en el
tamafno corporal de los peces entre las zonas de pesca fue evaluada mediante analisis de la varianza de
una via. Entre las variables parasitarias se determiné la prevalencia y abundancia para cada taxon,
segin zonas de pesca. Ademas, se registr6 la abundancia total, riqueza taxonoémica, diversidad,
dominancia y composicion de los ensambles de parasitos encontrados en cada individuo hospedador.
Para ello se emplearon métodos tradicionales ya descritos en la literatura (George-Nascimento M. &
Arancibia 1994). Se evalué la asociacién entre los descriptores parasitologicos y la longitud horquilla
con el coeficiente de correlacion de Pearson. Se usaron analisis de covarianza de dichos descriptores,
en los que la longitud estandar fue la covariable y la zona de pesca fue el factor.

70



Las variaciones en la composiciéon de los ensambles de parasitos encontrados en cada individuo
hospedador (= infracomunidades) fueron resumidas mediante un analisis de correspondencia con
efecto de arco corregido (DCA), y un posterior analisis de la varianza de los puntajes de la ordenacion,
con las zonas de pesca como variables independientes (factor).

Finalmente, se usaron analisis discriminantes lineales simples (ADL) para confrontar las asignaciones
de los ejemplares a cada una de las cuatro zonas de pesca. En todos los ADL se consideré que las
probabilidades de pertenecer a cada grupo eran proporcionales a su representacion en el conjunto de
grupos. En una etapa posterior del ADL se empleé un método paso a paso para seleccionar al
subconjunto de predictores que satisficiera un nivel de significancia igual a P< 0,05 para entrar al
modelo.

En los ADL se us6 como variables independientes el log10 (x+1) de la abundancia (x) de cada uno de
los 19 taxa y 6 descriptores numéricos de las infracomunidades de parasitos: la abundancia total de
parasitos, la riqueza taxonomica, la diversidad, la dominancia y los puntajes de las ordenaciones
mediante el analisis de correspondencia DCA en los dos primeros ejes. El empleo de la
transformacion al logl0 (x+1) de la abundancia de cada taxon se fundamenta en la necesidad de tratar
de normalizar la altamente dispersa distribuciéon de los datos y asi cumplir con los supuestos del
analisis. Se us6é como criterio de normalidad el entregado por la prueba Kolmogorov-Smirnov, y como
criterio de “outlier”, aquel dato que estaba mas alla de 1,96 errores estandar de la media aritmética de
su grupo. La eventual multicolinearidad de los predictores fue controlada con un nivel de tolerancia
igual a 0,01.

4.4.3. Resultados.

El andlisis de la varianza de la longitud horquilla mostré diferencias significativas entre las zonas de
pesca (FF 3 161y = 5,07, P < 0,01), las que consistian en que los ejemplares provenientes de Zona 4 (Is.
Malvinas o Falkland) posefan mayor LH que los de las muestras del Zona 1 (Taitao - Caleta Coralie) e
Zona 2 (Is. Diego Ramirez) (Tabla 20).

Tabla 26: Numero de ejemplares examinados (n), promedio y desviacion estandar de la longitud horquilla de 165
ejemplares de merluza de tres aletas (M. australis) provenientes de cuatro zonas de pesca.

Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
(Taitao - Caleta Coralie)| (Is. Diego Ramirez) | (I. Navarino) |(Is. Malvinas o Falkland)
n =08 n=11 n =41 n =45
Longitud horquilla (d. e.) 429 (3,57) 40,7 (2,85) 44,0 (7,95) 46,1 (3,50)

El analisis de correlacion de Pearson sefialé que la abundancia de Anisakis, Contracaecum, Nematoda
indet., Acanthocephala indet., Grillotia, Derogenes, Hemiuridae, Diclidophora y Kudoa mostraban
coeficientes positivos y significativos en el conjunto de los datos (P< 0,05, n = 165 en todos los
casos). En los analisis de la covarianza de la abundancia parasitaria en los que se consider6 a la
longitud horquilla como covariable (se excluyé a Acanthocephala indet. y Grillotia, porque posefan
muy baja prevalencia en la mayorfa de las zonas de pesca), se observaron diferencias significativas
entre zonas de pesca en las pendientes de las regresiones entre la abundancia parasitaria y la longitud
horquilla en: Corynosoma, Hepatoxylon y Hemiuridae. En aquellos taxa en los que no habia diferencias
entre las pendientes de dichas regresiones, se encontré6 que la zona de pesca tenfa un efecto
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significativo en las variaciones de la abundancia de Anisakis, Contracaecum, Hysterothylacinm, Ascarophis,
Nematoda indet., Kudoa y los quistes de etiologia desconocida (Q.E.D.) (Tabla 27 y 28).

La abundancia total (r = 0,487), riqueza taxonémica (r = 0,333), diversidad (r = 0,211), y dominancia
(r = 0,347) en las infracomunidades de parasitos se correlacionaban positivamente con la longitud de
M. australis (P< 0,05 en todos los casos, n = 165). Sin embargo, ninguno de los descriptores
comunitarios mostré diferencias significativas entre zonas de pesca en las pendientes de sus
regresiones con la longitud horquilla (valores de F 157 < 2,22, P> 0,05). Finalmente, se encontro
que la zona de pesca tenfa un efecto significativo en las variaciones de la composicion, abundancia
total, riqueza taxonémica y diversidad, luego de corregir por el efecto de la covariable. Un resumen
de dichas comparaciones se indica en la Tabla 29.

Tabla 27: Prevalencia (P, en %) y abundancia (A) de parisitos encontrados en 165 ejemplares de merluza de tres

aletas (M. australis) provenientes de cuatro zonas de pesca. n = numero de hospedadores examinados (Q.E.D.=
quistes de etiologfa desconocida)

Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
(Taitao - Caleta Coralie) (Is. Diego Ramirez) (I. Navarino) Islas Malvinas
n =068 n= 11 n =41 n =45
TAXA P A P A P A P A
PARASITARIOS
ECTOPARASITOS
Diclidophora 58,8 1,93 63,6 2,09 65,8 2,41 82,2 3,73
Chondracanthus 8,9 0,23 0,0 0,00 2,4 0,02 2.2 0,02
ENDOPARASITOS
ADULTOS
Ascarophis 16,2 0,62 72,7 4,09 61,0 7,10 44 0,04
Cucullanus 0,0 0,00 0,0 0,00 2,4 0,02 2,2 0,02
Acanthocephala 0,0 0,00 0,0 0,00 2,4 0,05 0,0 0,00
Derogenes 10,3 0,10 8,6 0,09 9,7 0,15 244 0,27
Hemiuridae 16,2 0,51 18,2 0,54 439 1,54 31,1 0,39
Kudoa 82,3 2854 364 1,36 56,1 12,66 84,4 10,82
ENDOPARASITOS
LARVALES
Abnisakis 98,5 13,01 100 6,54 87,8 19,12 97,8 14,04
Hysterothylacinm 80,1 3,38 36,4 0,54 26,8 0,76 82,2 1,87
Contracaecum 73,5 1,91 454 0,64 48,8 1,68 24 .4 0,40
Pseudoterranova 0,0 0,00 0,0 0,00 4.9 0,07 0,0 0,00
Nematoda indet.. 36,8 0,97 18,2 0,27 17,1 0,36 60,0 1,00
Hepatoxylon 73,5 4,66 36,4 0,45 21,9 0,29 24 .4 0,38
Diphyllobothrinm 7,3 0,09 9,1 0,09 7,3 0,07 0,0 0,00
Pseudophyllidea 7,3 0,12 9,1 0,09 0,0 0,00 0,0 0,00
Grillotia 0,0 0,00 0,0 0,00 4,9 0,05 11,1 0,16
Corynosoma 7,3 0,50 0,0 0,00 12,2 0,12 0,0 0,00
OTROS
Q.E.D. 5,9 0,37 273 0,73 219 0,66 0,0 0,00
TOTAL 100 56,95 100 17,54 100 47,15 100 36,04
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Tabla 28: Coeficientes de correlaciéon de Pearson de la abundancia de cada taxon parasitario con la longitud horquilla
de M. australis (n= 165, valores en negrita indican p< 0,05), resultados de la prueba de comparacién de pendientes
entre zonas de pesca, de la comparacion de medias y de pruebas a posteriori (en negritas se indica las diferencias en
pendientes). Los nimeros de la dltima columna corresponden a las zonas de pesca segin lo indicado en Tabla 26

TAXA
PARASITARIOS

ECTOPARASITOS
Diclidophora
Chondracanthus
ENDOPARASITOS
ADULTOS
Ascarophis
Cucitllanus
Acanthocephala
Derogenes
Hemiuridae
Kudoa
ENDOPARASITOS
LARVALES
Apnisakis
Hysterothylacinm
Contracaecum
Psendoterranova
Nematoda indet..
Hepatosxylon
Diphyllobothrinm
Pseudophyllidea
Grillotia
Corynosoma
OTROS
Q.E.D.

Cortrelacién con LH

Diferencia de
pendientes entre

Diferencia de
medias entre zonas

Prueba a posteriori

zonas de pesca de pesca

0,195 NO NO

0,062 NO NO
-0,033 NO SI 2=3>1=4
-0,088 NO NO

0,169 NO NO

0,179 NO NO

0,290 SI 3>1=4
0,331 NO SI 1>2=3;4>2
0,762 NO SI 4>3=2>1
0,080 NO SI 1>2=3;4>3
0,207 NO SI 1=3>4
0,022 NO NO

0,296 NO SI 4>3
0,086 SI 1>2=3=4
-0,037 NO NO

0,025 NO NO

0,314 SI

0,034 SI 1>4
-0,036 NO SI 3>4

El andlisis de correspondencia de la composicion de las infracomunidades de parasitos mostré un
valor propio A= 0,502 en el primer gradiente, y A= 0,342 en el segundo. La representacion grafica sus
variaciones entre zonas de pesca con la LH se muestran en la Figura 15. El analisis de la covarianza
indica que la zona de pesca da cuenta del 58 y 19 % de la varianza de los puntajes de las
observaciones en el primer y segundo gradiente composicional, respectivamente, luego de
considerado el efecto de la covariable. Estos valores son estadisticamente significativos (P< 0,05).

El ADL efectuado sobre la abundancia de los 19 taxa parasitarios junto a los 6 descriptores
numéricos de las infracomunidades mostr6 una alta tasa de asignaciones correctas (74,5%, lambda de
Wilks = 0,2722, F 5 41327 = 3,13, P < 0.0001) (Tabla 30). En el modelo algebraico utilizado, las

funciones de clasificacion para cada una de las muestras se sefialan en la Tabla 31.
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Tabla 29: Promedio y desviacion estandar (entre paréntesis) de la abundancia total, riqueza taxondmica, diversidad,
dominancia y composicién de las infracomunidades de parasitos en 165 ejemplares de merluza de tres aletas (M.
anstralis) provenientes de cuatro zonas de pesca. Las letras indican las diferencias entre parejas de medias ajustadas

por la covariable (least square means).

Zona 1
(Taitao - Caleta Coralie)
n =068

Zona 2 Zona 3
(Is. Diego Ramirez)

n=11 n =41

(I. Navarino)

Zona 4
Islas Malvinas

n =45

Abundancia total
Riqueza
Diversidad

Dominancia

56,9 (53,9)A
5,84 (1,63)A
1,56 (0,42)A
0,25 (0,14)A

17,54(7,76)B
4,82 (1,83)A
1,30 (0,46)A
0,24 (0,15)A

47,14 (79,49)A
4,97 (2,02)B
1,35(0,46)B
0,24 (0,18)A

36,04 (31,54)A
531 (1,53)A
1,43 (0,38)A
0,29 (0,15)A

Composicion (ler eje) 103 (62,1)B 204 (60,0)A 194 (70,6)A 119 (42,1)B
(2° cje) 169 (28,4)A 139 (47,4)B 135 (65,2)B 166 (20,5)A
400
350 { A hi
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Figura 15: Relacién entre el primer gradiente composicional de las infracomunidades de parasitos expresado en

unidades de desviacién estandar x 100, y longitud horquilla de M. australis segin zona de pesca (O: zona 1, O: zona 2,

A:7ona 3, - zona 4).

La 1°* variable canoénica da cuenta del 49,41% de la varianza entre muestras, y la segunda del 44,75%,
por lo que en conjunto explican el 94,16%. Luego de un anilisis discriminante paso a paso, se
observo que el taxon mas asociado a la primera funcién discriminante es Ascarophis, en tanto que
Hepatoxylon es predominante en la segunda funcién discriminante (Tabla 32). Ninguna otra variable
cumple con los requerimientos antedichos para ser incorporada al modelo. En gran medida, estos
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son los patrones que se observan en la Figura 15, resultantes de la ordenacion de las
infracomunidades con analisis de correspondencia.

Tabla 30: Clasificacién de los ejemplares de merluza de tres aletas de cuatro zonas de pesca segun analisis
discriminante simple de la composicién de los ensambles de 19 taxa parasitarios encontrados en 165 individuos
hospedadores y de 6 descriptores cuantitativos de las infracomunidades.

Y correcto Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4 Total
(Taitao - Caleta Coralie) |(Is. D. Ramirez) | (I. Navarino) |Islas Malvinas

Zona 1
(Taitao - Caleta 80,9 55 4 7 2 68
Coralie)
Zona 2
(Is. Diego Ramirez) 27,3 3 3 5 2 1
Zona 3
(I. Navarino) 61,0 6 4 25 6 41
Zona 4
(Islas Malvinas) 88,9 > 0 0 40 5
Total 74,5 79 11 35 50 165

Tabla 31: Funciones de clasificacién de 19 taxa parasitarios y de seis descriptores cuantitativos de las
infracomunidades en M. australis para cada una de las cuatro zonas de pesca consideradas.

Zona 1 Zona 2 Zona 3 Zona 4
(Taitao - Caleta Coralie) (Islas Diego Ramirez) (I. Navarino) (Islas Malvinas)

Constante -144.8 -162.0 -149.9 -163.3
Diclidophora -1.026 -1.152 -1.048 -0.924
Chondracanthus -0.116 -0.103 -0.121 -0.702
Ascarophis -0.652 -0.713 -0.550 -0.688
Cucullanus 5.152 3.706 7.262 7.085
Acanthocephala 2.468 2.599 2.834 3.885
Derogenes 4.456 4.147 3.752 6.456
Hemiuridae -0.045 -0.104 -0.092 -0.088
Kudoa 0.457 0.467 0.445 0.456
Anisakis -0.667 -0.664 -0.609 -0.660
Hysterothylacinm -0.387 -0.625 -0.568 -0.583
Contracaecum -4.078 -4.257 -3.818 -4.637
Psendoterranova 5.544 3.559 5.848 6.968
Nematoda indet. -1.091 -1.303 -1.209 -0.536
Hepatoxcylon -0.628 -0.860 -0.906 -0.940
Daiphyllobothrinm -1.425 -1.442 -0.958 -2.799
Pseudophyllidea 5.427 7.163 5.545 6.549
Grillotia 15.657 16.804 16.759 19.817
Corynosoma 0.165 -0.132 -0.187 0.041
QE.D. -9.660 -10.045 -9.712 -10.300
Abundancia total 0.051 0.048 0.051 0.046
Riqueza -14.628 -14.825 -14.906 -16.429
Diversidad 113.072 116.490 113.816 121.830
Dominancia 196.675 205.541 196.852 213.005
Composicién (1 eje) 0.525 0.566 0.539 0.540
Composicién (2eje) 0.656 0.662 0.646 0.689
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Tabla 32: Coeficientes de correlacion de la abundancia de cada uno de los 19 taxa parasitatios y de seis descriptores
cuantitativos de las infracomunidades en M. australis con las dos primeras funciones discriminantes.

Variable 1¢ eje Canodnico 2° eje Canoénico
Diclidophora -0,207 0,108
Chondracanthus 0,074 -0,179
Ascarophis 0,433 0,542
Cucullanus -0,047 0,089
Acanthocephala 0,061 0,109
Derogenes -0,173 0,042
Hemiuridae 0,003 0,210
Kudoa -0,072 -0,179
Abnisakis -0,171 -0,093
Hysterothylacinm -0,130 -0,592
Contracaecum 0,335 -0,232
Psendoterranova 0,085 0,153
Nematoda indet. -0,229 -0,190
Hepatoxylon 0,304 -0,731
Diphyllobothrinm 0,145 -0,029
Pseudophyllidea 0,101 -0,166
Grillotia -0,212 0,103
Corynosoma 0,116 -0,053
Q.E.D. -0,072 -0,394
Riqueza -0,013 -0,239
Diversidad 0,206 0,167
Dominancia 0,099 -0,134
Composicion (1 eje) 0,258 0,666
Composicion (2eje) -0,173 -0,355

4.4.4. Discusion.

Este es el primer estudio de la composicion y de la variacion espacial del parasitismo de la merluza
de tres aletas entre zonas de pesca que, ademas, abarcan la vertiente Pacifica y Atlantica del cono sur
de Sudamérica. Las muestras examinadas contenfan un espectro amplio de LH de los hospedadores,
lo que permite inferir sus modificaciones a lo largo de su ontogenia.

La interpretacién de los resultados requiere considerar las caracteristicas de la biologia de los
parasitos involucrados en las diferencias encontradas entre zonas de pesca. Entre los ectoparasitos,
no se encontraron diferencias notables en prevalencia o abundancia (Diclidophora micromesisti 'y
Chondrachantus sp.) lo que sugiere que estos taxa se transmiten en forma homogénea entre sus
hospedadores en el rango geografico muestreado. Estos parasitos son de ciclo de vida directo por lo
que se transmiten entre los peces mediante estados larvales planctonicos, es decir, de vida libre.

Entre los endoparasitos que alcanzan su estado adulto en M. australis, se destacan las diferencias
encontradas en la prevalencia y/o abundancia de Ascarophis sp. entre las muestras mas australes del
océano Pacifico (Islas Diego Ramirez e Isla Navarino) con la de Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland) y
con las del Zona 1 (Taitao - Caleta Coralie). Ademas, se destaca la mayor prevalencia y abundancia
de Derogenes sp. en las Zona 4 (Is. Malvinas o Falkland). Finalmente, cabe sefialar la menor
prevalencia y abundancia de Kudoa sp. en las muestras provenientes de Diego Ramirez e Isla
Navarino. Al respecto, los taxa que alcanzan su madurez sexual en los peces se transmiten mediante
la ingestion de presas que albergan los estados larvales de los parasitos (hospedadores
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intermediarios). En consecuencia, las diferencias encontradas responden necesariamente a
variaciones de la dieta de la merluza de tres aletas entre las zonas de pesca examinadas. En general, y
en los casos de Ascargphis sp. y Derogenes sp., las diferencias pueden asociarse a variaciones geograficas
en el consumo de crusticeos responsables de su transmision, pero que se desconocen. En el caso de
Kudoa sp., las diferencias pueden deberse a variaciones geograficas en el consumo de poliquetos
bentoénicos, que serfan sus hospedadores intermediarios. Sin embargo, las diferencias por este ultimo
parasito han de interpretarse como variaciones de mas largo plazo que la de los otros dos taxa
porque este es un parasito cuya infecciéon no desaparece durante la ontogenia del hospedador.

Los taxa que utilizan a la merluza de tres aletas como hospedador intermediario también se
transmiten a ella por la ingestién de presas infectadas con los estados larvales previos, y alcanzan su
madurez sexual en los depredadores de M. awstralis. Entre ellos se cuentan peces (el caso de
Hysterothylacium sp.), elasmobranquios (Grillotia, Hepatoxylon) y mamiferos (Anisakis, Contracaecum,
Psendoterranova, Diphyllobothrium, Pseudophyllidea, Corynosoma). De éstos, y entre los que mostraron
mayores diferencias entre zonas de pesca se destacan Hysterothylacium, Grillotia y Hepatoxylon. Estas
diferencias han de interpretarse en forma similar al caso de Kudoa, porque son infecciones de larga
duracién en el pez hospedador. En consecuencia, dichas diferencias sugieren que los hospedadores
elasmobranquios que transmiten Grillotia son mas frecuentes en la vecindad ecolégica de M. australis
en el Océano Atlantico, en tanto que los elasmobranquios en los que madura Hepatoxylon son mas
comunes en la vecindad ecoldgica de los ejemplares del Pacifico Sur. Finalmente, los quistes de
etiologia desconocida (QED) pueden representar una patologia que parece ser mas frecuente en las
Islas Diego Ramirez y en la isla Navarino. Sin embargo, se desconoce su persistencia a lo largo de la
ontogenia de M. australis.

En suma, las diferencias en el parasitismo que se observan entre las cuatro zonas de pesca pueden
interpretarse como resultantes de las condiciones ecoldgicas en que viven las merluzas de tres aletas
en las distintas zonas de pesca y sefialan que no constituyen una unidad ecolégicamente homogénea,
la que se distinguiria por la permanencia diferencial de las merluzas de tres aletas en cada zona de
pesca.
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4.5.

Comparacion de la composicion microquimica de otolitos de merluza de tres

aletas Micromesistius australis entre areas de reproducciéon de los océanos
Atlantico y Pacifico.

4.5.1.

Edwin Niklitschek', David Secor?, Rubén Roa’, Alejandra Lafon', Ximena Valenzuela'
'"Universidad Austral de Chile, Centro Trapananda.
*University of Maryland Center for Environmental Science.

*Universidad de Concepcién, Departamento de Oceanografia.

Introduccion

Los otolitos son estructuras calcareas, constituidas principalmente de carbonato de calcio, las que se
encuentran situados en el interior del aparato vestibular (oido interno de los peces teledsteos). Su
funcién fisiologica es mantener la orientacion y/o equilibrio (Campana 1999). Los otolitos han sido
utilizados principalmente como marcadores cronolédgicos, debido a que en su estructura queda
registrados patrones estacionales en forma de anillos concéntricos, conocidos también como bandas
de crecimiento, los que pueden ser evaluados a nivel macro y microscopico, este dltimo permite
obtener registros diarios (Pannella 1971, Campana & Thorrold 2001). Los otolitos, ademas tienen la
habilidad de incorporar a su matriz de carbonato de calcio inclusiones sutiles de elementos quimicos
las que se incorporan diariamente, registrando asi las variables ambientales como temperatura y
salinidad (Campana & Thorrold 2001, Elsdon & Gillanders 2004). Ya que los otolitos son
estructuras metabolicamente inertes, no se produce reabsorciéon o movilizaciéon de los elementos
incluidos en ellos durante su vida. Por lo tanto, la composiciéon quimica de los otolitos sirve como
marcas naturales o seflales quimicas que reflejan diferencias en la composiciéon quimica de hébitat
particulares, transformandose en un reflejo de las condiciones medioambientales que experimenta
cada pez en forma individual (Secor et al. 1995b, Campana 2005). Lo anterior lo convierte en una
excelente herramienta para reconstruir la historia ambiental de una especie y sus patrones
migratorios (Secor et al. 1995b, Thorrold et al. 1997, Begg et al. 2005, Campana 2005).

Las concentraciones absolutas y relativas de elementos quimicos mayores y menores han sido
utilizadas como indicadores de la historia ambiental de diversas especies icticas, destacando el uso de
las concentraciones de estroncio y bario. Los estudios muestran que la concentracién de estroncio en
el otolito (St/Ca) es un indicador de salinidad y temperatura, con una relacién directamente
proporcional a la salinidad del ambiente (Secor et al. 1995b, Elsdon & Gillanders 2003a, Elsdon &
Gillanders 2006a). Lo contratio ocuttre con batio, cuya presencia en otolitos (Ba/Ca) mantiene una
relacién negativa con la salinidad del ambiente, dando cuenta de ambientes con baja concentracioén
salina (Elsdon & Gillanders 2004, Martin & Wuenschel 2006). Otros importantes indicadores
utilizados como registro de las condiciones ambientales que experimenta el pez son los isétopos
estables de carbono y oxigeno (8”°C y 8'*0O). La proporcién de isétopos de oxigeno en el otolito se
encontrarfa relacionada con la temperatura, mientras que la de isétopos de carbono estaria
relacionada con el metabolismo, actividad reproductiva y/o nivel tréfico (Kalish 1991, Wurster et al.
1999, Rooker & Secor 2004). A partir de estos principios, la composiciéon de microelementos e
isétopos estables ha sido crecientemente empleada para la discriminaciéon de stocks y contingentes
de recursos como bacalao del Atlantico (Campana et al. 1994), lubina rallada (Secor et al. 2001), atun
aleta amarilla (Rooker & Secor 2004), polaca (Bickford & Hannigan 2005), arenque (Clausen et al.
2007), y perca blanca (Kerr et al. 2007), entre varias otras especies.
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En la presente investigacion, condujimos un estudio piloto orientado a evaluar el potencial
discriminante de algunos microelementos y de los cuocientes isotopicos de carbono y oxigeno en
secciones de otolitos correspondientes al primer ano de vida de merluza de tres aletas, para
determinar la procedencia de muestras de dos zonas de reproduccién del recurso en aguas de los
oceanos Atlantico y Pacifico, y someter a prueba la hipétesis de un stock tnico en el cono sur de
Sudamérica.

4.5.2. Materiales y métodos

Se analiz6 un total de 30 otolitos sagita provenientes de las dos principales areas de desove conocidas
para esta especie en el Pacifico SE (zona 1) y en el Atlantico SW (zona 4). Los 15 otolitos
correspondientes a la zona 1, procedieron de un lance comercial efectuado el 30 de junio de 2006 en
el area del Golfo de Penas (47°09' S, 75°36' W). Los otolitos procedentes de la zona 4, fueron
obtenidos desde dos lances comerciales realizados los dias 8 y 15 de marzo de 2007. El primero de
ellos (n=06) fue obtenido en la posicion 51°15' S, 63°17' W] el segundo (n=9), en las coordenadas
51°58'S, 63°17" W.

Los otolitos fueron extraidos, limpiados y preparados de acuerdo al protocolo ya descrito en la
seccion 4.2.2. Fueron transportados hasta el Laboratorio Bioldgico de Chesapeake del Centro para el
Medioambiente de la Universidad de Maryland, donde trabaja el Dr. David Secor. Alli los otolitos
fueron embebidos en resina plastica (Secor et al. 1995a) y seccionados utilizando una sierra Beuhler-
ISOMET de baja velocidad de corte. Se generé secciones de 2 mm de espesor cruzando
transversalmente el core del otolito. Las secciones embebidas del otolito fueron pegadas a una base
plastica de 2 mm de espesor, de tal forma que el pegamento tuvo contacto con la resina pero no con
el otolito. Cada seccion fue luego montada sobre un portaobjetos petrografico usando pegamento
termoplastico. Utilizando un micro taladro de 500 um (New Wave Research), se extrajo secciones de
core de 1,2X0,7X2 mm de area. Los fragmentos extraidos del core fueron separados en dos
porciones con ayuda de un mortero. Una porcion para el analisis de is6topos estables y otra porcion
para analisis de microelementos.

Cada sub-muestra fue descontaminada de acuerdo a la técnica descrita por Rooker ez a/. (2001). En
breve, los fragmentos fueron sumergidos por 5 minutos en 4cido nitrico al 1% para remover la
contaminacion de la superficie. Luego, fueron lavados con agua doblemente deionizada (DDIH,O)
por 5 minutos para remover el acido nitrico. Finalmente, los fragmentos fueron secados en una
campana de flujo laminar (Class 100 laminar flow hood) y almacenados en viales plasticos limpios.
Todos los instrumentos fueron descontaminados con 10% de HCl, DDIH2O, y secado con
nitrégeno comprimido ultra limpio, entre muestras.

El analisis de composiciéon de los microelementos Ba, Sr, Mn, Mg y Ca fue efectuado mediante
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICPMS). Para estos efectos, cada
muestra (n=30) fue pesada (precisiéon 0,01 mg), colocada en un tubo de micro centrifuga plastico vy,
luego, digerida en 4cido nitrico concentrado. La cantidad de acido utilizado y el volumen del digerido
fueron proporcionales al peso de la muestra, procurando que las soluciones resultantes fueran de
similar composicién para minimizar posibles efectos de la matriz sobre el analisis instrumental. Las
digestiones fueron diluidas con DDIH,O, hasta obtener una concentraciéon de HNO; al 1%.
Estandares internos fueron agregados a todas las soluciones para compensar por la probable deriva
del instrumento. Luego de pre-concentrar las muestras, éstas fueron introducidas en un ICPMS
Hewlett-Packard 4500 quadrupole para su analisis. Los niveles de Mg, Mn y Ba fueron cuantificados
usando el método de estindares internos. Los niveles de Ca y Sr fueron determinados utilizando
estaindares de calibracion externos. Muestras controles de otolitos certificados de referencia
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(Yoshinaga et al. 2000) generados en el Instituto Nacional de estudios Medioambientales (NIES) de
Japon, fueron también analizadas en varias ocasiones para evaluar la exactitud de las cuantificaciones,
aunque no se realizé en forma simultanea con las muestras.

Los fragmentos destinado al analisis de isétopos estables (n=30) fueron pulverizados con un
mortero y enviados al Laboratorio de Geoquimica de Is6topos de la Universidad de Arizona (Kerr et
al. 2007). Las proporciones de isotopos 8180 y 813C fueron medidas con un dispositivo
automatizado de preparacion de carbonato KIEL-III, acoplado a un espectrémetro de radio-gas
Finnigan MAT 252. Las muestras de otolitos fueron digeridas con acido fosférico deshidratado en
vacio, a 70°C, y el CO; generado por la reaccion analizado para determinar los is6topos 3180 and
313C. Los resultados fueron expresados en partes por mil relativas a un estandar (Vienna Pee Dee
Belemnite, VPDB), usando los estandares internacionales NBS-19 y NBS-18.

4.5.3. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis exploratorio univariado y multivariado (GLM) de las concentraciones de micro-
elementos e isétopos estables similar al descrito para la morfometria de otolitos. Junto a la zona de
procedencia de las muestras, se consider6 los efectos del sexo, longitud del pez, peso de la muestra
analizada y concentracién de calcio en la misma. Estas ultimas dos covariable fueron incluidas
debido a evidencia empiricia de correlacion en estudios anteriores (D. Secor, com. pers.).

El analisis univariado se efectud a través de dos enfoques complementarios. El primero de ellos
correspondié a un modelo lineal general equivalente a una ANCOVA tradicional donde la variable
respuesta correspondié a cada uno de los microelementos/isétopos analizados y las variables
explicativas correspondieron a la zona de procedencia de la muestra y el conjunto de covariables
antes seflaladas. Se aplicé un procedimiento de seleccion de covariables “hacia atras”, donde se
excluy6 aquellas variables cuya probabilidad del valor F se encontré por debajo del 5%. El segundo
enfoque correspondi6 a un analisis de regresion logistica, donde la variable respuesta correspondio a
la zona de procedencia de la muestra (Atlantico=1; Pacifico=0) y las variables explicativas a las
concentraciones del conjunto de microelementos o de isétopos analizados. En este caso se aplico
idéntico procedimiento y criterio de seleccion de variables.

El analisis multivariado correspondié a un analisis discrimante lineal (ADL) efectuado
separadamente sobre microelementos e isétopos. En ambos casos se efectud un primer analisis
utilizando el conjunto de todas las variables predictivas, y otro utilizando un sub-conjunto de
variables orientado a obtener un modelo mas parsimonioso y evitar efectos indeseados de la
inclusién de variables con poco o nulo poder predictivo. Para este fin, se aplicd un procedimiento de
seleccion de variables explicativas basado en el coeficiente de determinacion de la variable escrutada
por parte de la variable dependiente. Utilizando nuevamente un procedimiento “hacia atras”, se
mantuvo en el modelo aquellos predictores cuyo coeficiente de determinacién presentd un nivel de
significancia (test F) del 10%, habida cuenta de los efectos de las variables previamente incorporadas
en el modelo (Klecka 1980).

Para los analisis de regresion logistica y discriminante, y considerando las correlaciones identificadas
en el analisis univariado exploratorio de los datos, se estandariz6 las concentraciones de micro-
constituyentes, dividiendo las concentraciones de Ba, Ca, Mg y Mn, primero por la masa de la
muestra analizada y luego por la media del cuociente concentracién/masa de todas las muestras
(n=30). La concentracién estandarizada de estroncio correspondié al cuociente St/Ca de cada
muestra dividido por la media del cuociente St/Ca de todas las muestras (n=30).
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4.5.4. Resultados

El analisis exploratorio sugiri6 diferencias en las concentraciones de estroncio y bario y de los
isétopos de carbono y oxigeno entre las dos zonas (Figura 16). Aunque este analisis grafico también
refleja efectos evidentes de la talla y el sexo sobre las concentraciones de ambos minerales e isétopos
(Figura 106), el analisis multivariado preliminar de los datos, con todas las variables predictivas
incluidas, confirmé la existencia de un efecto significativo de la zona, una vez considerados los
efectos de sexo y longitud. De este modo, el mejor modelo (menor AIC) fue aquel que tomé en
cuenta los tres factores: zona, sexo y longitud del pez (Tabla 33).
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Figura 16: Distribucién de los datos crudos de concentracién de minerales e isétopos en los otolitos de merluza de
tres aletas, por zona y sexo, y efecto de la talla.
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Figura 16: Continuacion.

Tabla 33: Analisis de varianza de la comparaciéon de un modelo multivariado nulo sin efecto de zona, versus uno en
que la zona es un factor significativo, versus otro en que tanto la zona, como el sexo, y la longitud del pez afectan la
composicioén quimica de los otolitos de merluza de tres aletas.

Modelo GL residuales Var. Generalizada Pillais F aprox. GL numerador GL denominador  Pr(>F)
Nulo 29 41.595

Zona 28 28.996 0.941 45.198 7 20 <10°
Zona+Sexo+Longitud 26 24.822 0.929  2.600 14 42 0.0085

Micro-constituyentes

El andlisis univariado de las distintas concentraciones de microelementos (ANCOVA) indic6 un
efecto significativo del peso de la muestra analizada sobre la concentracion de los microelementos
Ba, Ca, Mg y Mn. De manera similar, encontramos concentraciones significativamente mayores de
Ba y Ca en hembras, asi como también una asociacién positiva entre las concentraciones de calcio y
estroncio. Habida cuenta del efecto de estas co-variables, fue posible identificar diferencias
significativas entre los grupos Atlantico (zona 4) y Pacifico (zona 1) respecto de sus concentraciones
de Ba y Sr. En efecto, las concentraciones medias de Ba y Sr fueron mas altas en las muestras
procedentes del Oceano Atlantico alcanzando valores de 18 pg-g” +1,1 (EE) y 1950 pg-g'+60 (EE),
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respectivamente. En el grupo de muestras obtenido en el Océano Pacifico la concentracion media de
Ba fue de 9 pgrg' +1,1 (EE), mientras que la de St llegd a 720 pg'g'+60 (EE).

El analisis de regresion logistica sélo indicé efectos significativos del bario sobre la probabilidad de
las muestras de pertenecer a alguno de los dos stocks, ya sea aplicando una seleccion de variables
explicativas “hacia atras” o analizando un constituyente a la vez. El modelo predictivo resultante fue
definido por la ecuacion,

1

p(A)=W
donde,

Bo=  0,6+0,54 EE

Bi= 341130 EE

El modelo multivariado indicé que la zona de procedencia de las muestras explicé el 43,3% (p<<0,05)
de la varianza del conjunto de micro-constituyentes analizados (Ba, Ca, Mg, Mn, St/Ca). La
validacién cruzada del modelo discriminante lineal correspondiente (Tabla 34) indicé una tasa media
de error del 37%, con una incertidumbre claramente mayor para el grupo Atlantico, cuya tasa de
error fue del 47% (Tabla 35). Luego del proceso de seleccion de variables explicativas aplicado, se
gener6 un modelo discriminante alternativo que solo incluyé Ba y Mg y el cual mostré menores tasas
de error, con una tasa global del 30% (Tabla 36). Consistente con la matriz de errores, el analisis
grafico del modelo simplificado indica una agrupaciéon mas clara de las muestras del Oceano Pacifico
en torno a valores relativamente bajos de Ba y relativamente altos de Mg (Figura 17).

Tabla 34: Coeficientes canonicos de las funciones discriminantes construidas para la asignacién de muestras
de otolitos a sus respectivas zonas de procedencia. Se incluye también resultados del test de Wilk para cada
modelo discriminante.

Microelementos/ Modelo discriminante

Isétopos/

Test de Wilk Mg+Mn+Ba+Ca +Sr/Ca Mg+Ba SBC+8180

Mg -1,594 -1,169

Mn 0,033

Ba 1,420 1,809

Ca 0,707

Sr/Ca 0,487

8"C 0,911
8"0 0,899
Wilk's lamda

Valor F 3,66 8,32 116,89
pCF) <0,05 <0,01 <0.001
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Tabla 35: Matriz de asignaciéon y errores del modelo discriminante lineal construido en base a todos los micro-
constituyentes analizados en secciones del primer afio de vida de otolitos de merluza de tres aletas (Ba, Ca, Mg, Mn,

St/Ca).

Grupo asignado
Grupo de origen Tasa de error
Atlantico Pacifico
Atlantico 8 7 0,47
Pacifico 4 11 0,27
Total 12 18 0,3

Tabla 36: Matriz de asignacién y errores del modelo discriminante lineal construido en base a micro-constituyentes
seleccionados: Ba y Mg, analizados en seccciones del primer afio de vida de otolitos de merluza de tres aletas.

Grupo asignado
Grupo de origen Tasa de error
Atlantico Pacifico
Atlantico 9 6 0,40
Pacifico 3 12 0,20
Total 12 18 0,30

Isotopos estables

El analisis univariado de isétopos estables indicé un efecto significativo (p<0,001) del area de
muestreo sobre las concentraciones relativas de los is6topos 8°C y 8O (Figura 18). La
concentracion relativa de 8°C fue mayor en las muestras del Pacifico (0,3 %o = 0,11 EE) que en
aquellas procedentes del Atlantico (-1,2%0+0,11 EE). Inversamente, la concentracion media de 8"*O
fue mayor en el caso de las muestras del Atlantico (2,71%0 * 0,051 EE) que en las del Pacifico
(2,1%0 = 0,051 EE). El analisis de regresion logistica indicé un efecto significativo (p<0,05) de
cualquiera de los dos isétopos sobre la probabilidad de las muestras de pertenecer a un determinado
grupo, con un ajuste levemente mejor para el caso de 8O (AIC=14,05) que de 8"°C (AIC=14,1).
Lamentablemente no fue posible ajustar un modelo conjunto para ambos isétopos.

El analisis multivariado indicé que un 89% de la variabilidad en la concentracién de los is6topos 87°C
y 8O fue explicada por la zona de procedencia. Ambas variables fueron seleccionadas por el
procedimiento de seleccion de predictores aplicado para la construccion del modelo discriminante
lineal (MDL). El respectivo MDL (Tabla 34) fue capaz de asignar con éxito la totalidad de las
muestras a su respectiva zona de procedencia indicando separaciéon completa de ambos grupos a lo
largo del eje bi-variado definido por ambos is6topos (Figura 18).
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Figura 18: Distribucién de muestras de otolitos procedentes de los océanos Atlantico y Pacifico a lo largo
de los ejes de concentracion realtiva de 8°C y 8O en secciones correspondientes al primer afio de vida de
merluza de tres aletas.
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4.5.5. Discusidon

El analisis de los resultados de este estudio piloto indicé un alto potencial discriminante de las
concentraciones relativas de ambos is6topos estudiados: 8°C y 8O, los cuales permitieron una
separacion completa de las muestras segin su origen. Se debe reconocer, sin embargo el pequefio
tamafio de la muestra, especialmente respecto del nimero de lances que alcanzé a un lance en el
Pacifico y dos lances en el Atlantico. Aunque la ausencia de diferencias significativas entre los dos
lances del Atlantico sustentan una expectativa de baja variabilidad entre lances, serfa altamente
recomendable evaluar la consistencia inter-anual e inter-lances de las diferencias encontradas.

El poder discriminante de los micro-constituyentes resulto mas bajo, con una tasa media de error del
30% para un modelo basado en las concentraciones absoluta de bario y magnesio. Este analisis
indicé una mayor variabilidad y tasa de error en las muestras del Oceano Atlantico, lo que parece
contra-intuitivo dada la mayor estabilidad ambiental esperada para zonas de crianza mas oceanicas.
Mientras que tales resultados podrian ser un artefacto del bajo tamafio muestreal, podrian reflejar
también una mayor dispersion de los huevos y larvas del stock Atlantico.

En general, el andlisis indicé mayores concentraciones absolutas y relativas de Ba, Mg y 8"°C en las
secciones de otolitos correspondientes al Océano Atlantico. La mayor concentracion de 8"C en las
muestras del Océano Atlantico es consistente con la expectativa de una mayor temperatura media en
su respectiva zona de crianza, dado el posible efecto de la corriente calida de Brasil y la ausencia de
grandes aportes fluviales de agua dulce como los existentes en la zona Pacifica. Esta dltima, de
ubicacién mas costera y contigua a los fiordos y canales de la Patagonia chilena, es evidentemente
afectada por la corriente fria de Humboldt y sus impactos metereologicos asociados.

Las mayores concentraciones de bario en los otolitos de la zona del Pacifico parecen, por su parte,
contradecir la expectativas derivadas de una asociacion negativa entre bario y salinidad descrita por
varios autores (Elsdon & Gillanders 2004, Martin & Wuenschel 20006). Sin embargo, los mayores
niveles de bario, y posiblemente magnesio, podrian responder a mayores concentraciones
ambientales de bario en las aguas costeras del Pacifico, situacion ya descrita al comparar bahias y
aguas costeras abiertas en Australia (Hamer et al. 2000).

En sintesis, los resultados obtenidos a la fecha indican un alto potencial del analisis de las
concentraciones de isétopos estables de carbono y oxigeno en otolitos de merluza de tres aletas,
como herramienta para la identificacion de unidades poblacionales de esta especie. La expansion del
presente estudio a una escala mayor permitirfa corroborar la evidencia proporcionada, que indica una
separacion completa de las areas de crianza (primer afio de vida) y el retorno de los reproductores a
areas de crianza también separadas. La validacién de estos marcadores permitirfa también poder
estimar las contribuciones proporcionales de cada stock a las capturas comerciales obtenidas en areas
de alimentacién o migraciéon como las Islas de Los Estados o las aguas sub-Antarticas.
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4.6. Utilidad de un marcador molecular para la trazabilidad de productos derivados
de Micromesistius australis(SOBREOFERTA).

Sandra Ferrada', Cristian Canales-Aguirre', Ricardo Galleguillos', Soffa Astete! (Colaborador)

'Universidad de Concepcion, Departamento de Oceanografia

4.6.1. Introduccion

La trazabilidad es una herramienta utilizada para rastrear el origen del producto y sus insumos dentro
de la cadena de abastecimiento de alimentos, ya que permite identificar y registrar cada producto
desde su origen hasta el final de la cadena de comercializacion. A partir del 1 de enero del 2005 todas
las empresas del sector alimentario, incluyendo el pesquero, deben implementar un sistema de
trazabilidad, conforme a lo establecido en el articulo 18 del Reglamento Europeo 20 178/2002
(DOCE 01.02.2002), la Ley de Bioterrorismo (FDA, 2002) y la COOL (Country of origin labeling).

En Chile, el Servicio Nacional de Pesca desde el afio 2003 esta exigiendo requisitos basicos de
trazabilidad para todos los establecimientos pesqueros que procesen bajo un programa de
Aseguramiento de Calidad (PAC), para lo cual se exige la identificaciéon del género y especie en el
etiquetado de todos los productos comerciales. En el caso de productos procesados, la identificacion
de la especie es mas complicada, ya que existe degradacion de las biomoléculas (enzimas, proteinas)
durante el procesamiento. Esta limitaciéon promueve la busqueda de marcadores moleculares
(Biocoding), que permitan amplificar moléculas de ADN a partir de las moléculas degradadas,
haciendo mas fiable el proceso de identificacion. M. australis se comercializa en forma de surimi,
harina y fresco congelado, siendo exportado principalmente a Japén. La necesidad de tener un
marcador que pueda identificar recursos pesqueros es de suma importancia al momento de
establecer los procedimientos para trazar o identificar las especie en cualquiera de sus presentaciones,
evitando asi fraudes alimentarios, conflictos de tipo sanitario y generando una herramienta de
fiscalizacion rapida y precisa. El objetivo de este estudio es desarrollar y determinar la utilidad de un
marcador molecular para la trazabilidad de productos derivados de M. australis.

4.6.2. Materiales y métodos

Emmlacion de proceso industrial.

Dado que los principales formatos de comercializaciéon son a través de surimi y fresco congelado, se
trabajé con muestras frescas conservadas en alcohol, y muestras procesadas emulando el proceso de
produccion de surimi sometiendo las muestras a altas temperaturas y presion en autoclave, se emuld
el proceso al no tener la seguridad de la presencia de la especie en los productos comercializados en
el mercado. Se analizaron 39 muestras de tejido de M. australis, las cuales fueron colocadas dentro de
un autoclave. La temperatura utilizada para emular el proceso fue aproximadamente de 126°C y la
presion utilizada 1.38 Bar (20 psi). Con la finalidad de comparar la utilidad del marcador en la
diferenciacion especie-especifica, se compard con 17 diferentes especies que representan recursos
importantes en Chile.

Exctraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion del gen COIL

El aislamiento del ADN genémico se realiz6 mediante un protocolo estandar con digestiéon con
proteinasa K, extraccién con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol absoluto (Sambrook et al.
1989). El ADN fue resuspendido en agua ultrapura (GIBCO Technology™), cuantificado en un
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Biophotometer Eppendorf® y diluido a 20 ng/ul. El fragmento COI (~650pb) fue amplificado
segun protocolo y partidores descritos por (Ivanova et al. 2007) para peces. Para la amplificacion de
la COL se utilizaron los partidores C_FishF1t1/C_FishR1tl y VR1-t1/VF2-tl. La reaccién PCR se
realiz6 en un volumen final de 50 ul, el cual contiene 1/10 de ADN templado, 1,5 mM MgClI2, 0,2
mM dNTP’%, 0,2 uM de cada partidor, 0,5 U/ul de Taqg ADN polimerasa (Biotools) con su
respectivo tampoén 10X (Tris-HCI 20 mM pH 8.4, KCI 50 mM) y H2O libre de DNAsa y RNAsa
(Gibco). La amplificacion se llevo acabo en un termociclador MJ Research® modelo PT-200 con el
siguiente programa: denaturacion inicial con un ciclo inicial de 94°C por 60 seg., 5 ciclos (94°C por
30 seg.; 45°C por 90 seg;; 72°C por 60 seg.), 35 ciclos (94°C por 30 seg.; 51°C por 90 seg,; 72°C por
60 seg.) y un ciclo de extensién final (72°C por 5 min.). Los productos PCR fueron visualizados en
un gel de agarosa al 1% (TBE 0.5X), mediante tincién con bromuro de etidio y fotografiados en el
sistema de foto-documentacion de UVP ®, para confirmar una amplificacion exitosa. Para obtener
la secuencia de nucle6tidos del marcador mitocondrial COI, se utilizdé un secuenciador automatico
(modelo ABI Prism 3730, PE Biosystems), bajo las siguientes condiciones: 2 ul de Dye terminator
mix v3.1, 1 ul de Buffer de secuenciacion (2,5X), 1 ul de partidor (10 uM) y 5 pl del amplicon + agua
ultra pura. Buffer de secuenciacion 2,5X: (200 mM Tris-HCI pH 9; 5 mM MgCl2).

Analisis de Secuencias

El alineamiento de secuencias del fragmento COI se realizo6 mediante el programa
SEQUENCHER™ y visualmente. La identificacion especifica fue realizada mediante un analisis de

distancias genéticas y visualizadas mediante un cladograma, esto se realiz6 en el programa MEGA
v4.0 (Tamura et al. 2007).

4.6.3. Resultados y discusion.

La extraccion de ADN desde el tejido muscular de M. australis que fue sometido a altas temperaturas
emulando el proceso de producciéon de surimi, gener6 ADN en calidad y cantidad suficiente para
analisis posteriores de secuenciacion. El analisis de agrupamiento gener6 claramente un clado para
cada especie sometida a analisis diferenciandose claramente M. australis (Figura 19). Ademas es
posible observar que las especies con mayor cercania genética corresponden a Merluccins gayi y
Merluccius — anstralis, gadiformes. ILas metodologfas de identificaciéon especifica, métodos
inmunoquimicos, ELISA e.g. (Giovannacci et al. 2004), o técnicas mas contemporaneas, métodos de
ADN e.g. (Hsieh et al. 2005) son una buena herramienta para identificar que especies componen
productos alimenticios procesados. En organismos marinos, se ha desarrollado en i) Crustaceos:
(Pascoal et al. 2008); ii) Peces: (Quinteiro et al. 2001, Pérez et al. 2004) (Yamashita et al. 2008). Si
bien, estos estudios utilizan principalmente, el gen mitocondrial Cyt b, entregandoles muy buenos
resultados, la limitacién es que si desean utilizar los partidores en otras especies es posible que estos
no funcionen. En este estudio, se utilizé la COI dando buenos resultados, esto principalmente por
las caracteristicas del marcador. Este gen ha sido utilizado ampliamente en estudios comparativos
interespecificos, destacandose como locus diagnostico entre especies estrechamente relacionadas. Lo
anterior debido a que la diversidad en la secuencia aminoacidica de la seccién 5 del gen es
suficientemente alta como para diferenciar categorfas taxondmicas. Actualmente, a través del
proyecto mundial Barcoding Animal Life, mas de 13.000 especies representativas de 11 phyla han
sido analizadas bajo el estudio de la COI (Hebert et al. 2003, Ward et al. 2005), demostrando su
utilidad como marcador diagnostico.

En suma, queda de manifiesto la potencial utilidad del marcador molecular Citocromo Oxidasa I,
como herramienta de trazabilidad de productos derivados (e.g. surimi) para esta especie y otras de
importancia comercial en la costa chilena. Los resultados de este tipo de analisis son de gran utilidad
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en el fortalecimiento del desarrollo tecnolégico empresarial nacional y de relaciones institucionales
internacionales que lo han implementado. Tienen como destinatarios principales a las empresas
procesadoras de productos acuicolas, asociaciones de industriales pesqueros, asociaciéon de
pescadores artesanales, empresas exportadoras de productos alimenticios, laboratorios de control de
calidad, asociaciones de consumidores, fiscalizaciéon del cumplimiento de la normativa alimentaria y

fiscalizacion por SERNAPESCA.
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Brama australis|FAO-87|Chile|Bramidae

Brama australis|FACO-87|Chile|Bramidae
Brama australis|FAQC-827|Chile|Bramidae

[

T

rSeriolella v

acea| FAO-87|Chile |Centrolophidae

TSeriole;la vi le|Centrolophidae
Sericlella viclacea|FAO-287|Chile |Centrolophidae

rT:unnus cbhesus |FAO-87|Chile | Scombridas

lT:unnus obesus |FAO-287|Chile | Scombridas

Thunnus cokbesus |FAC-287|Chile | Scombridae

Merluccius australis|FAC-EB7|Chile |Merlucciidae

Merluccius australis|FAC-EB7|Chile |Merlucciidae

Merluccius australis|FAC-EB7|Chile |Merlucciidae

Merluccius gayi gayi|FAC-87|Chile|Merlucciidae

Merluccius gayi gayi|FAC-87|Chile |Merlucciidae

Merluccius gayi gayi|FAO-87|Chile |[Merlucciidae

Micromesistius australis|FAO-87|Chile.fAisen|GCadidae

1 Micromesistius australis|FAO-87|Chile.

Alisen | Gadidae

Micromesistius australis|FRAO-87|Chile.lfisen|Gadidae

rSebastes capensis|FAO-87|Chile|Sebastidae
qfehastes capensis |FAC-E87|Chile | Sebastidae

Sebastes capensis|FAO-87|Chile|Sebastidae

|Engraulis ringens |FAC—E7|Chile |Engraulidae

Engraulis ringens|FACO-87|Chile|Engraulidae

Engraulis ringens|FAO-87|Chile|Engraulidae

Genypterus klaccdes|FAO-27|Chile|Ophidiidae
____4;enypteru3 blacodes |FAOD-87|Chile | Ophidiidae

Genypteru:

Ophidiidae

Genypte

GCenypte

Genypteru
Genypterus
GCenypterus

Genypterus mac

hus | FAO-87 | Chile.Valparaiso|Callorhinichidae

1
chus | FAO-87|Chile.Valparaisc|Callorhinichidae
1

chus | FAC-87|Chile.Valparaiso|Callorhinichidae

Chile|Rajidae

Chile|Rajidae

Chile|Rajidae

Schroederichthys chilensis|FAC-87|Chile|Scylicrhinidas

Schroederichthys chilensis|FAQC-287|Chile|Scylicrhinidas

Schroederichthys chilensis|FAC-87|Chile|Scylicrhinidae

Figura 19: Analisis de distancias genéticas para secuencias de la COI para 18 especies de importancia comercial en la
costa chilena. En el recuadro se encuentra Micromesistius anstralis.
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4.7. Conclusiones generales

« El presente estudio siguié una aproximacién holistica, donde se combiné las principales
técnicas de analisis utilizadas actualmente para identificacion de stocks pesqueros. Estas
incluyeron técnicas de analisis fenotipico: morfometria de otolitos, parametros clave de la
historia de vida, prevalencia parasitaria, composiciéon de isétopos en otolitos; y técnicas
moleculares.

« Si bien el disenio implementado present6 dificultades, se obtuvo suficientes muestras que
permitieron alcanzar niveles adecuados de potencia estadistica (>80%) para la totalidad de
los analisis empleados.

« El andlisis genético no mostré evidencia de segregaciéon poblacional evolutiva entre peces
capturados en la zona de Malvinas/Falkland y aquellos capturados en distintas zonas del
Océano Pacifico (aguas Chilenas). Esta informacién fue consistente tanto al usar técnicas
basadas en microsatélites como aquellas basadas en la secuenciaciéon de ADN mitocondrial

(D-loop, ND1).

«  En contraste con los resultados de las técnicas moleculares, todos los indicadores de
segregacion ecolégica (composicion de tallas, edad de primera madurez, morfometria de
otolitos, composicién parasitaria, composicion de microelementos e isétopos estables en
otolitos) sustentaron la hipotesis de dos poblaciones separadas. Destacaron entre estas
técnicas el analisis de is6topos estables y morfometria de otolitos, los que permitieron 100%
y 94% de discriminacion entre stocks, respectivamente.

« Dentro del contexto de stocks ecologicamente separados, fue posible obtener evidencia de
segregacion tanto en su origen (isétopos estables en secciones de otolitos correspondientes
al primer afio de vida), como en sus areas de alimentacién (composicion parasitaria).

« Las técnicas que alcanzaron mayor resolucion discriminante (elevada potencia a un bajo
nimero muestreal) correspondieron al analisis de parasitofauna e isétopos estables en
otolitos (8"°C y 8"™0). Para la discriminacion entre los stocks Pacifico y Atlantico se estim6
tamafios minimos estimados de sélo 11 y 13 muestras independientes, para parasitos e
is6topos estables, respectivamente.

« El analisis de composicion parasitaria sugirié posibles diferencias dentro de la zona del
Pacifico, donde la zona 1 present6 diferencias significativas respecto de las zonas 2 y 3. Esto
podria significar la existencia de mas de un stock o de multiples contingentes dentro del
stock presente en aguas Chilenas.

«  Desde el punto de vista del manejo pesquero, y ante la existencia de dos stocks segregados
en ambos océanos, surge la clara necesidad de dilucidar la participacién de cada stock en las
capturas obtenidas por la flota Argentina, especialmente en la zona de Islas de Los Estados,
donde podria estarse interceptando el flujo migratorio del stock Pacifico.
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ANEXO I: TALLERES REALIZADOS CON MOTIVO DEL PROYECTO FIP 2006-15

1.- TALLER METODOLOGICO, CONCEPCION, SEPTIEMBRE DE 2007

El taller metodologico organizado por la Universidad Austral de Chile, se realizé en el Saléon de
Videoconferencias de la Universidad de Concepcion entre las 15:00 y 19:00 hrs del dia 16 de Mayo
de 2007. Conté con la presencia de profesionales de la Subsecretarfa de Pesca, del Fondo de
Investigacion Pesquera, un representante de Pesquera Friosur e investigadores de la Universidad de
Concepcidn y de la Universidad Austral de Chile (Tabla 37).

Se expuso cinco presentaciones (Figura 20) en las que se presenté el enfoque del proyecto,
metodologia y antecedentes bibliograficos que sustentan las técnicas elegidas:

« Historia de vida y biologia de merluza de tres aletas.

+ Oferta técnica y metodologia para la aplicacion de marcadores moleculares, analisis de la
composicion parasitaria y analisis de otolitos y su aplicaciéon en la identificaciéon de unidades
poblacionales de merluza de tres aletas.

« Metodologia de modelacién estadistica e integraciéon de las distintas fuentes de informacion
generadas para la identificacién de unidades poblacionales.

+ Programa de trabajo, requerimiento de informacioén y plazos de ejecucion del proyecto.

En la primera exposicion Alejandra Lafon presenté un compendio bibliografico de la historia de
vida de merluza de tres aletas, incluyendo las hipodtesis relacionadas con la dinamica espacial del
recurso y su posible asociacién con migraciones reproductivas. Luego, Ricardo Galleguillos mostrod
el estado del arte de las técnicas genéticas y su utilidad en la identificacién de unidades poblacionales,
haciendo especial referencia a los dos métodos que se aplicaran en el estudio. A continuacién, Karen
Gonzalez presentd los métodos de analisis de la fauna parasitaria, luego de una discusion entre la
audiencia se sugirié aumentar el nimero muestreal inicial (n=35) a 50 ejemplares.

Posteriormente Edwin Niklitschek hizo un resumen de los métodos de analisis de variabilidad en la
morfometria de otolitos y explicé que se hard un estudio exploratorio de microelementos en
ejemplares del Atlantico y Pacifico, para evaluar su utilidad en la discriminacién de unidades
poblacionales entre especimenes procedentes del Atlantico y del Pacifico. Este ultimo analisis se
realizara en la Universidad de Maryland, Estados Unidos.

Rubén Roa presenté un modelo para la integracion de las distintas fuentes de informacion en la
definicién de unidades poblacionales de merluza de tres aletas, considerando las areas de interés Se
acordo realizar reuniones de trabajo con los lideres de los distintos objetivos para revisar en conjunto
los supuestos de este modelo.

Se discutié sobre la necesidad de contar con la informacion biolégica-pesquera generada por los
programas de seguimiento de recursos pesqueros que mantiene el Instituto de Fomento Pesquero.
Dado que merluza de tres aletas no es una especie objetivo atrayente para la flota pesquera, los
antecedentes estadisticos sobre distribucién y abundancia son escasos, siendo de gran ayuda la
valiosa informacion recopilada tanto por este tipo de programas, como por proyectos del Fondo de
Investigaciéon Pesquera. Otro tema a tratar fue la fecha de adjudicaciéon del proyecto (marzo de
2007), que no es conveniente para la obtenciéon de muestras dado que éstas sélo se pueden recolectar
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entre agosto y diciembre, fecha en la cual el recurso esta presente en aguas chilenas. Por este motivo
se acord6 desfasar el inicio de actividades hacia el segundo semestre de 2007, lo que significo la
reprogramacion de los plazos de ejecucion del proyecto.

El Taller concluy6 con una discusion abierta sobre las presentaciones y metodologias expuestas.

Tabla 37. Lista de asistentes al taller metodologico.

Nombre Institucion

Dario Rivas Subsecretaria de Pesca

Rubén Pinochet Fondo de Investigacién pesquera

Grimur Eiriksson Pesquera Friosur

Alejandra Lafon Universidad Austral de Chile

Edwin Niklitschek Universidad Austral de Chile (Videoconferencia)
Karen Gonzalez Universidad Catélica de la Santisima Concepcion

Cristian Canales-Aguirre | Universidad de Concepcion

Ciro Oyarzun Universidad de Concepcién
Ricardo Galleguillos Universidad de Concepcioén
Rubén Roa Universidad de Concepcién
Sandra Ferrada Universidad de Concepcién
Soffa Astete Universidad de Concepcion
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Unadades peblacionales de merluza de tres aletas (AMicromesiztin ﬂxﬂrﬂfis}.
Provecio FIP 2006-15
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Figura 20: Programa del taller metodolégico del proyecto FIP 2006-15 realizado en la ciudad de Concepcion.
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2.- TALLER DE DIFUSION DE RESULTADOS, VALPARATSO, DICIEMBRE DE 2008

El taller de difusién de resultados organizado por la Universidad Austral de Chile, se realizé en el
Salén de la SUBPESCA en Valparaiso, entre las 14:30 y 19:00 hrs del dfa 17 de diciembre de 2008.
Conté con la presencia de profesionales de la Subsecretaria de Pesca, del Fondo de Investigacion
Pesquera, del Instituto de Fomento Pesquero, del Centro de Estudios Pesqueros e investigadores de
la Universidad de Concepcion, Universidad Catolica de la Santisima Concepcion y de la Universidad
Austral de Chile (Tabla 38).

Se expuso siete presentaciones siguiendo el esquema del programa del taller (Figura 21) en las que se
present6 los resultados del proyecto obtenidos para los distintos objetivos especificos.

En la primera exposicion (Introduccion al proyecto y presentacion de objetivos) se hizo un resumen
de la historia de vida de merluza de tres aletas, incluyendo las hipétesis relacionadas con la dinamica
espacial del recurso y su posible asociacion con migraciones reproductivas y una introduccion a los
objetivos del proyecto.

La segunda presentaciéon (Revision bibliografica de las metodologias mas robustas para la
identificaciéon de unidades poblacionales de merluza de tres aletas) se hizo un compendio de las
principales técnicas usadas para determinar unidades de poblacionales de merluza de tres aletas,
poniendo énfasis en las utilizadas en el presente proyecto.

En la tercera presentacion (Identificar unidad(es) poblacional(es) en merluza de tres aletas y su
respectiva area de distribucion geografica) se mostré el disefio experimental utilizado. Los resultados
del analisis de potencia y tamafio muestreal indicaron distintos tamafios minimos de muestras,
dependiendo de la hipdtesis evaluada y de la técnica empleada. Es importante que las muestran sean
independientes, para esto el muestreo debe ser aleatorio en lances, fechas y barcos tanto como sea
posible. Las técnicas que mostraron mayor potencia estadistica correspondieron a los analisis de
isétopos estables en otolitos y de composicién parasitaria. Dentro de las técnicas moleculares, las
secuenciaciones de Dloop y ND1 mostraron una mayor potencia, a igual nimero de muestras. La
comparacion de estadios de madurez sexual, por su parte, mostré una potencia relativamente alta,
con un tamafio minimo de s6lo 137 hembras requerido para comparar las zonas 1 y 4, casi un orden
de magnitud por debajo del tamafio requerido para los mismos fines utilizando la estructura de tallas.

A continuacién, se presentaron los resultados del analisis de genética de poblaciones, indicando que
de acuerdo a lo obtenido, la hipétesis de que en el cono sur de América existe un stock genético
unico que se alimenta y mezcla en aguas subantarticas, para luego incorporarse aleatoriamente a
alguno de los flujos migratorios que les conducen a las zonas de desove resulta la mas plausible.

Posteriormente, (Evaluacion de posibles diferencias intra-especificas en la composicion de la fauna
parasitaria de M. australis) se present6 los resultados del analisis de la fauna parasitaria, y se concluyo
que a la luz de los antecedentes biolégicos para esta especie, los resultados deben interpretarse como
producto de las condiciones ecoldgicas en que viven las merluzas de tres aletas en las distintas zonas
de pesca y sefala que no constituyen una unidad ecolégicamente homogénea, la que se distinguiria
por su permanencia diferencial en cada zona de pesca.

En la séptima presentacion se discutié los resultados de los analisis de la morfometria de otolitos y
de los parametros clave de la historia de vida de merluza de tres aletas, segun estructura de tallas,
modelos de crecimiento y modelos de madurez sexual de ambos stock (Pacifico versus Atlantico). El
analisis discriminante aplicado a la morfometria de otolitos mostrd que el modelo que considera a la
zona como factor predictor de la estructura multivariada de los coeficientes es significativamente
mejor que el modelo que considera a los datos de ambas zonas agrupados, por lo que la metodologia
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parece adecuada como herramienta en la discriminacién de unidades poblacionales. Por su parte los
analisis de los parametros de la historia de vida (estructura de tallas, modelos de crecimiento y
modelo de madurez) todos coinciden en que los mejores modelos son aquellos que indican
diferencias en los stock de merluza de tres aletas entre ambos lados de Sudamérica.

En la dltima presentaciéon (Comparacion de la composicion microquimica de otolitos de merluza de
tres aletas Micromesistius australis entre areas de reproduccion de los océanos Atlantico y Pacifico) se
mostro los resultados del estudio de analisis de microelementos realizado a ejemplares provenientes
del Pacifico sur y del Atlantico sur. Los resultados de estos analisis indican una clara separacion de
ambas unidades de stock, mas fuertemente presentada en los resultados de analisis de is6topos
estables de otolitos. Estos analisis se realizaron en la Universidad de Maryland en Estados Unidos.

A modo de conclusién en la dltima presentacion, referida también a la integracion de los resultados
de las distintas aproximaciones utilizadas para la definiciéon de unidades poblacionales, mostrd
tendencias discrepantes Si se incluye en el analisis de integracion los resultados de genética, no se
evidencia diferencias significativas, pero estas resultan claras al excluirlos. Esto sin lugar a dudas esta
relacionado con el tipo de escala utilizada y el tiempo de respuesta de la poblacion. Basta un pequefio
flujo génico para evitar estructuraciéon genética en las poblaciones, pero sin embargo a escala
ecologica es posible observar diferencias claras entre ellas que son evidenciadas estadisticamente, por
ejemplo, a través del estudio de parasitismo y de is6topos de otolitos.

La discusiéon en torno a que metodologia utilizar para la definiciéon de unidades poblacionales, su
significado biolégico y utilidad para el manejo es un tema de permanente discusion. La opinién entre
los presentes es que dado que la pesquerfa opera a una escala mas ecologica que evolutiva se deberia
dar mayor peso a atributos ecolégicos.

El Taller concluyé con una discusion abierta sobre las presentaciones y resultados expuestos.

Tabla 38. Lista de asistentes al taller de difusién de resultados del proyecto “Unidades poblacionales de merluza de
tres aletas realizado en Valparaiso, el 17 de diciembre de 2008.

Participantes

Institucidén

Daniela Caias
Cristian Canales
Renato Céspedes
Marcelo Feltrim
Ricardo Galleguillos
Patricio Galvez
Mario George-Nacimento
Edwin Niklitschek
Rubén Pinochet
Dario Rivas

Ruben Roa

Pedro Rubilar
Pamela Toledo

Aleiandro Zuleta

SUBPESCA

IFOP

IFOP

IFOP

Universidad de Concencion

IFOP

Universidad Catolica de la Santisima Concepcién
Centro Trapananda-Universidad Austral de Chile
FIP

SUBPESCA

Universidad de Concepcion

CEPES

Centro Trapananda-Universidad Austral de Chile
CEPES
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Universidad Austral de Chile

Centro Trapananda

Unidades poblacionales de merluza de tres aletas (Micromesistius australis).

Proyecto FIP 2006-15

Programa de Actividades, taller de difusion de resultados.

Valparafso, 17 de diciembre de 2008.

14:30 — 15:00 Palabras de bienvenida y presentacion del proyecto.
Edwin Niklitschek, Universidad Austral de Chile.

15:00 - 15:25 Revisién bibliografica de las metodologias mas robustas para la identificacion de unidades
poblacionales. (Objetivo 1).

Pamela Toledo, Universidad Austral de Chile.

15:25 — 15:40 Disefio experimental (temporal y geograficamente adecuado) para identificar unidad(es)
poblacional(es) de la especie. (Objetivo 2).

Edwin Niklitschek, Universidad Austral de Chile.
15:40 — 15:55 Café
15:55 - 16:25 Analisis de genética de poblaciones.
Ricardo Galleguillos, Universidad de Concepeion

16:25 - 16:35 Utllidad de un marcador molecular para la trazabilidad de productos derivados de
Micromesistius australis.

Ricardo Galleguillos, Universidad de Concepcion.

16:35 - 17:05 Evaluaciéon de posibles diferencias intra-especificas en la composiciéon de la fauna
parasitaria de M. australis.

Mario George-Nacimento, Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion.
17:05 - 17:30 Parametros clave de la historia de vida.
Rubén Roa, Universidad de Concepcion
17:30 — 17:50 Morfometria y composicion microquimica de otolitos
Edwin Niklitschek, Universidad Austral de Chile.

17:50 — 18:30 Conclusiones y discusién con panelistas y asistentes.

18:30 Cierre

Figura 21: Programa del taller de difusién de resultados del proyecto FIP 2006-15
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ANExO0 II: PERSONAL PARTICIPANTE POR OBJETIVO ESPECIFICO DEL PROYECTO.

Objetivo 1: Realizar una revision bibliografica de las metodologias mas robustas para la identificacion
de unidades poblacionales (e.g. ADN, electroforesis de isoenzimas en gel de almidén, indices
meristicos y/o estudios de parasitos, entre otros).

Nombre

Rol en el proyecto

Institucion

Ximena Valenzuela

Revision bibliografica de metodologfas para identificacién
de unidades poblacionales

Universidad Austral de Chile

Edwin Niklitschek

Elaboracién de informe

Universidad Austral de Chile

Objetivo 2: Establecer un disefio experimental (temporal y geograficamente adecuado) que permita
identificar la(s) unidad(es) poblacional(es) de la especie.

Nombre Rol en el proyecto Institucion
Edwin Niklitschek Analisis estadistico. Preparacion y edicién de informes Universidad Austral de Chile
Rubén Roa Analisis estadistico y preparacién de informe Universidad de Concepcién

Objetivo 3: Identificar unidad(es) poblacional(es) en merluza de tres aletas (Micromesistins australis) y su
respectiva area de distribucion geografica.

Nombte

Rol en el proyecto

Institucion

Ricardo Galleguillos

Supervisién general y asesorfa experta

Universidad de Concepcién

Cristian Canales-Aguirre

Analisis de laboratorio preparacién de informes.

Universidad de Concepcién

Sandra Ferrada

Analisis de laboratorio y estadistico, preparacion de
informes.

Universidad de Concepcién

Sofia Astete

Analisis de laboratorio genético

Universidad de Concepcién

Ariel Pacheco

Anilisis de imagenes de otolitos.

Universidad de Concepcién

Eduardo Hernandez

Coordinaciéon muestreo biolégico, lectura de edad,
manejo de base de datos, preparacion de informes.

Universidad Austral de Chile

Francesca Barattini

Preparaciéon de otolitos, lectura de edad.

Universidad Austral de Chile

Edwin Niklitschek

Analisis estadistico y preparacién y edicién de informes

Universidad Austral de Chile
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Rubén Roa Anilisis estadistico integrado. Universidad de Concepcién

Mario George-Nacimento | Responsable cientifico, supervision laboratorio, analisis| Universidad Catdlica de la
de datos y resultados Santisima Concepcién

Karen Gonzalez Analisis de laboratorio parasitos. Universidad Catdlica de la
Santisima Concepcién

Alejandra Lafon Coordinaciéon muestreo biologico. Universidad Austral de Chile

Pamela Toledo Lectura de edad. Preparacion y edicién de informes. Universidad Austral de Chile

Sobreoferta: Desarrollo de un marcador molecular para la trazabilidad de productos derivados de
Micromesistius australis.

Nombre Rol en el proyecto Institucion
Ricardo Galleguillos Supervision general y asesoria experta Universidad de Concepcion
Cristian Canales-Aguirre | Analisis de laboratorio, preparacion de informes. Universidad de Concepcién
Sandra Ferrada Analisis de laboratorio, preparacién de informes. Universidad de Concepcién
Soffa Astete Analisis de laboratotio genético Universidad de Concepcion
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