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RESUMEN

La especie introducida Salmoén Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) ha sido
particularmente exitosa en establecer poblaciones anaddromas en las cuencas fluviales,
tanto del Océano Pacifico como del Atlantico. Hoy en dia, es considerada una especie
asilvestrada en Chile y con gran capacidad invasiva producto de su rapida dispersion en los
ultimos afios en la Patagonia Chilena con registro de su presencia en rios desde la IX region
de la Araucania, Mar interior de Chiloé hasta Tierra del Fuego. Esto, puede estar
proporcionando grandes oportunidades de mezcla entre linajes genéticamente distintos,
implicando el aumento o disminucion de la diversidad genética y cambios en la estructura
genética de las poblaciones. En esta investigacion se evaluaron los posibles patrones de
dispersion y migracion del Salmén Chinook, en dos areas de su rango introducido en Chile:
Rio Toltén y Golfo de Ancud, mediante la utilizacion de polimorfismos de Unico nucleétido
(SNPs) como marcador molecular y técnicas de identificacion genética de stock, a fin de
dar respuesta a dos interrogantes: 1) El origen del Salmoén Chinook del Rio Toltén,
¢, Colonizacion natural por dispersién o trasplante artificial desde instalaciones de cultivo? y
2) El Salmén Chinook en zonas de alimentacién del mar interior de Chiloé, Golfo de Ancud
¢, Proviene de una o mas poblaciones de origen?. Nuestros resultados indican una leve
diferenciacion genética en la pablacion del Rio Toltén y la poblacion de referencia (Rio
Petrohué), un origen genético diferente en ambas poblaciones, pero mdltiple para la
poblacion del Rio Toltén, lo que también permite que Rio Toltén tenga una alta variacion
genética, por lo que el origen de la poblacién del Rio Toltén es producto de mudltiples
introducciones producidos por el hombre, no informados, a partir de individuos cultivados
en el sur de Chile y no por dispersion natural. Por otra parte, la evaluacion genética de stock
indica que los individuos analizados del Golfo de Ancud provienen mayoritariamente del Rio
Petrohué, por lo que el Golfo de Ancud es una de sus estaciones de alimentacién en su
proceso migratorio y al igual que en su rango nativo, SCh introducido hace migraciones

cercanas a la costa.



INTRODUCCION

Establecimiento y naturalizacion de Salmén Chinook en Chile: probleméticas y la
aplicacion de polimorfismos de Unico nucleétido (SNPs)

Una de las especies de salmdénidos introducidos con mayor presencia en Sudamérica es el
Salmén Chinook (SCh), Oncorhynchus tshawytscha. Su rango nativo en la costa del
Pacifico de América del Norte abarca desde el sur de California hasta Alaska, y del Noreste
de Asia hasta el Norte de Japon (Cadwallader, 1996) (Figura 1). Es también conocido bajo
el nombre comdn de Salmén Rey o Quinnat y es el mas grande de los salménidos del
Pacifico: puede medir cerca de 150 cm y pesar hasta 45 kg (Healey, 1991; Heard, 2007;
Froese, 2014). Los alevines (o “fry”, Figura 2) de SCh eclosionan en agua dulce, los que
mas tarde en su etapa juvenil tienen un comportamiento territorial agresivo (Healey, 1991).
La especie muestra dos variaciones en su historia de vida. Dependiendo del tiempo de
residencia en agua dulce, se reconocen dos tipos de poblaciones juveniles a) “ocean-type”
que migran al océano poco después de su eclosién en su primer afio de nacimiento, y b)
“stream-type”, que migran después de pasar al menos un afio en agua dulce; los primeros
efectllan migraciones oceanicas mucho mas cortas que los segundos. Durante su etapa
adulta (entre los 3y 6 afos), tanto ocean-type como stream-type, se alimentan activamente
en el océano. Luego retornan a su rio natal, lo que es llamado “homing” o filopatria. El
homing es generalmente preciso, originando aislamiento reproductivo y adaptacién local
(Dittman & Quinn, 1996). Sin embargo, la dispersion de individuos hacia otras cuencas que
no sean la cuenca natal es también tipica de los salmones, lo que les permite colonizar
nuevos habitats. Dependiendo del periodo de retorno de los SCh adultos (Figura 3) a su
cuenca natal para reproducirse, se reconocen poblaciones de Primavera, Verano u Otofio
(Quinn, 2005). Finalmente, después del desove, los machos y las hembras mueren en el
lugar, mientras que los embriones se desarrollan en un nido de grava durante dos a seis
meses, dependiendo de la temperatura del agua, antes de eclosionar como alevines y

completar el ciclo (Quinn, 2005).

En nuestro pais, los registros indican que los primeros intentos de introducir SCh fueron en
1886 desde Paris, Francia, y entre 1924 y 1930 desde el criadero McCloud (Cuenca del Rio

Sacramento, California, Estados Unidos) lo que ha sido seguido por una serie de eventos



introductorios desde entonces (Tabla 1). En la actualidad el SCh se encuentra establecido
y naturalizado en al menos 10 cuencas andinas que desembocan en el Océano Pacifico
Sur y en al menos una que desemboca en el Océano Atlantico Sur (Correa & Gross, 2008),
entre ellas los Rios Toltén (Vargas et al., 2010), Puelo (Correa & Gross, 2008), Pratt
(Basulto, 2003), Futaleufu (Di Prinzio, 2001), Petrohué (Soto et al., 2006; Soto et al., 2007),
Aysén (Correa & Gross, 2008) y en la Patagonia Argentina (Rio Santa Cruz) (Di Prinzio,
2001; Becker et al., 2007; Pascual & Ciancio, 2007). El origen de estas poblaciones coincide
en la mayoria de los casos con la historia de introducciones a través de importaciones de
ovas realizadas tanto por iniciativas gubernamentales como privadas (Tabla 1). No
obstante, el origen del SCh en algunas cuencas es controversial por la falta de registros
confiables de introducciones directas de ovas en estos cuerpos de agua o estudios que
permitan relacionar genéticamente las relaciones entre las diferentes poblaciones
presentes en cuencas de Chile. ¢Corresponden a poblaciones originadas localmente,
producto de introducciones mediadas por el hombre, o han ocurrido por dispersién natural
desde poblaciones ya asilvestradas? Esta incerteza insta a conocer el origen, diversidad
genética y divergencia entre estas poblaciones debido a que puede ser clave para
comprender qué puede influenciar su rapido y exitoso establecimiento (Consuegra et al.,
2011). Por otra parte, la anadromia de esta especie genera migraciones y movimiento de
estos individuos hacia el océano, cuyo comportamiento es desconocido en su rango
introducido y exige investigacion empirica sustancial debido al alto nimero de poblaciones

retornantes a rios tanto del Pacifico como Atlantico.

Las herramientas moleculares han sido histéricamente aplicadas en el estudio de los
salménidos y su administracion, principalmente en su rango nativo (Banks et al., 2000; Hess
et al., 2011; Winkler et al., 2011; Riva Rossi et al., 2012; Limborg et al., 2014; Di Prinzio et
al., 2015). Los estudios genéticos moleculares proporcionan una visién excepcional de las
relaciones entre poblaciones, y por lo tanto una aproximacion para entender patrones de
migracion y evolucién en poblaciones nativas e introducidas. Por otro lado, la filopatria o
homing, caracteristica de Oncorhynchus tshawytscha, por su rio de origen permiten una
fina adaptacion al ambiente local, originando poblaciones discretas y reproductivamente
aisladas, y permite la evolucién de diferentes historias de vida (Dittman & Quinn, 1996).
Esta diferenciacién también facilita la estimacion de la poblacion de origen de cualquier
individuo muestreado y la proporcion de mezcla entre individuos de distintas poblaciones

mediante identificacion genética de stocks (GSI, sigla en inglés) (Bolker et al., 2007,



Ackerman et al., 2011). Esta tecnologia de identificacion de poblaciones se esta utilizando
cada vez mas en las aplicaciones de gestion de estas especies en su rango hativo para
complementar (y en algunos casos sustituir) etiquetas fisicas y estimar el origen de los
individuos o las mezclas de estos (e.g salmoén del Pacifico, Seeb et al. (2000), Templin et
al. (2012)). Para esto se utiliza la estructura genética de las poblaciones desovantes de una
especie como linea base, para luego estimar las proporciones de mezclas poblacionales,
los genotipos en la mezcla, y la frecuencia de las marcas genéticas con respecto a una
poblacion de referencia. De esta manera, el pez capturado a partir de un stock mezclado
puede ser genotipificado y asignado de nuevo a su poblacion o grupo de origen (Ackerman
et al., 2011).

En el presente trabajo se utilizaran polimorfismos de Unico nucleétido (SNPs) (Seeb et al.,
2011) en conjunto con principios de genética de poblaciones para aclarar dos problematicas
relacionadas con posibles patrones de dispersibn y migracion de esta especie en

poblaciones de SCh establecidas en nuestro pais, las que se exponen a continuacion:

e Problema 1: El origen del Salmén Chinook del Rio Toltén: ¢Colonizacién

artificial desde instalaciones de cultivo o colonizacidén natural por dispersiéon?

La actual distribucién de SCh asilvestrado mas alla de sus puntos iniciales de introduccion
(X Region de los Lagos) y la presencia de adultos retornantes y juveniles en el Rio Toltén
y aledafios (e.g., Rio Imperial) no pueden ser explicados por escapes recientes desde
centros de cultivo de la IX Regién, debido principalmente a que (1) no hay pisciculturas que
cultiven actualmente SCh en la regién de la Araucania y (2) juveniles o adultos,
muestreados como parte de un proyecto del fondo de investigacion pesquera (FIP 2014-
87) actualmente en ejecucién, no presentaron rasgos morfolégicos clasicos de peces
cultivados, tales como aletas pectorales o dorsales erosionadas (Gross, 1998; Correa &
Gross, 2008). Por lo tanto, el origen del SCh del Rio Toltén podria ser producto de
colonizacién artificial, debido a una o mas siembras locales no documentadas de ovas,
alevines, o ambas, o debido a la colonizacion por dispersion natural desde poblaciones ya

establecidas desde el sur de Chile.

La informacién desde blogs de pescadores deportivos sugiere que la poblacion de SCh del

Rio Toltén podria haberse originado desde una piscicultura ubicada en la localidad de
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Melipeuco, la que fue construida en los 1980s. El origen de las ovas habria sido el Rio
Sacramento en EEUU. El stock no pudo ser finalmente comercializado debido al poco
desarrollo de los ejemplares (atribuido a la no adecuada temperatura del agua), lo que
genero la quiebra de la empresa (entre 1994 y 1995) y como resultado la liberacién de los
alevines sobrevivientes al estero EI membrillo, un afluente del Rio Allipén. Existen registros
de operacioén de dicha piscicultura en Sernapesca y la autorizacion para cultivar la especie
O. tshawytscha. Esta liberacién coincide con el ciclo de la especie (4 0 5 afios) y primeros
avistamientos de SCh en la desembocadura y curso superior a partir del afio 2000. La
informacién expuesta por Basulto (2003) indica que no hubo siembra directa de SCh en el
Rio Toltén, solo registros de introduccion directa al Rio Cautin (al norte del Toltén) de
alevines de SCh cuyas ovas provenian desde EEUU, pero que fueron sembrados en 1924,

sin resultados positivos.

Alternativamente, el establecimiento de poblaciones en el Rio Toltén podria ser un proceso
continuo y equivalente a su dispersion natural en América del Norte (Correa & Gross, 2008),
esto debido a que el limite inferior de su distribucion latitudinal es 39°, tanto en su area de
distribucion natural de América del Norte (es decir, el sistema de Sacramento- Rio San
Joaquin) y su equivalente en América del Sur (es decir, la Cuenca del Rio Toltén). De
acuerdo a Halpin et al. (2004), los procesos oceanogréficos del Océano Pacifico Oriental y
sus efectos sobre el clima y la biota son bastantes similares y comparables tanto en el
hemisferio Norte como en el Hemisferio Sur. En primer lugar, existen ejemplos donde
escapes tempranos a partir de las poblaciones en el Petrohué han sido capaces de dar
origen a poblaciones lejanas hacia el Norte del pais, como lo es la poblacion que habita hoy
en el Lago Puyehue (Al norte del Petrohué). En segundo lugar, Riva Rossi et al. (2012) us6
secuencias de ADN mitocondrial para estudiar la diversidad genética asociada a la invasion
de poblaciones de SCh a seis cuencas del Pacifico y una del Atlantico, y cuyos resultados
indicaron que la colonizacion de nuevas poblaciones en cuencas Argentinas,

especificamente, puede haber ocurrido por dispersion no contigua.
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HIPOTESIS PROBLEMA 1

Debido a los registros de operacién y cultivo de SCh en la piscultura del sector de
Melipeuco, IX region, entre los afios 1994 y 1995, la poblacion asilvestrada del Rio Toltén

se origino a partir de una colonizacion artificial local.

e Problema 2: El Salmén Chinook en zonas de alimentacién del mar
interior de Chiloé, Golfo de Ancud (GA): ¢Proviene de una o mas

poblaciones de origen?

Las introducciones realizadas en la década de los afios 80 en la X Region probablemente
dieron origen a las poblaciones actualmente presentes en los rios Petrohué, Yelcho y
Palena avistadas por primera vez en la década de los afios 90 (Correa & Gross, 2008). En
nuestro pais solo hubieron dos sitios informados en el mar interior de Chiloé donde se
cultivé SCh: Calbuco y Hornopirén (Soto et al., 2007). Desde ambas localidades se pudieron
haber originado poblaciones de SCh gue se establecieron al norte del Estuario de Reloncavi
y Rio Petrohué (rio de gran relevancia ya que es el principal rio con sitios de desove y
presencia de juveniles de SCh documentados (Soto et al., 2006; Soto et al., 2007). Canas
(2014) sugiere gue el SCh que se reproduce en el Rio Petrohué tiene mdltiples origenes
geograéficos, incluyendo fuentes de Washington, Oregon y California. Con el tiempo, SCh
de Petrohué probablemente di6 origen a las poblaciones del Rio Puelo (Soto et al., 2007) y
al Rio Futaleufa (Ciancio et al.,, 2015). En consecuencia, los salmones alguna vez
introducidos o escapados de cultivo han generado mudltiples poblaciones en las cuencas
gue desembocan al Golfo de Ancud, el que probablemente representa una gran area de

alimentacion.

Las areas de alimentacion de SCh en el hemisferio Norte estan compuestas de una mezcla
de individuos pertenecientes a diversas poblaciones (Templin et al., 2012). Se han usado
varios métodos para estudiar los patrones de migracion y distribucién de salmdénidos en alta
mar: a) capturas con redes de cerco y redes de enmalle, disefiados para detectar la
direccién del movimiento de los cardimenes (Weitkamp, 2010); b) marcaje de salmoén
capturado en el mary recaptura posterior de las marcas en aguas costeras, estuarios o rios

(Weitkamp, 2010); c) uso de marcas “naturales” (e.g., parasitos) estrechamente vinculados
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a un continente o region especifica de origen; y d) la variacién individual y poblacional a
nivel de marcadores moleculares (Limborg et al., 2014). Estas técnicas han permitido
conocer distintos patrones del comportamiento migratorio y el comportamiento de las
poblaciones de Salmoén del Pacifico en el océano. Por ejemplo, SCh y Salmén Coho (O.
kisutch) se distribuyen generalmente al norte de su rio natal, prefiriendo las zonas mas frias
y productivas, y se mantienen relativamente cerca de la costa en su rango nativo (Fisher et
al., 2014).

Debido a que la comprensién de la ecologia de una especie es un componente fundamental
en el desarrollo de planes de gestiéon (Buser, 2009), aplicaciones tipo GSI en SCh del Golfo
de Ancud pueden ser fundamentales, por ejemplo, para obtener informacién ecolégica
sobre periodos y extension de las migraciones de SCh. Cafas (2014) determiné que existen
diferencias genéticas marcadas entre las poblaciones desovantes del Rio Petrohué y otras
cuencas de la Xl Regién que podrian estar contribuyendo a las mezclas (Rio Baker, Rio
Aysén). Estas diferencias aseguran el éxito de la aplicacién GSI para analisis de mezclas
poblacionales. Por otro lado, conocer la composicion genética mediante GIS tiene
aplicacion a planes de administracion y explotacion de los salménidos como recursos de
gran valor comercial (Limborg et al., 2014). Sin embargo, nuestro conocimiento sobre rutas
de migracion en SCh en su rango introducido es limitado (Soto et al., 2007). Por otro lado,
si el SCh que se alimenta en el Golfo de Ancud sugiere multiples origenes, entonces se
hace necesario poder identificar las fuentes de dichos aportes, esto es porque la
productividad de cada poblacion discreta puede ser distinta y variable en el tiempo (Hilborn
et al., 2003; Schindler et al., 2010).

HIPOTESIS PROBLEMA 2

Debido a que el SCh en su rango nativo es una especie cuyas migraciones al mar son
cercanas a su rio de origen en la costa, los individuos capturados en el Golfo de Ancud

seran mayoritariamente asignados a la poblacion desovante del Rio Petrohué.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar los patrones de dispersion y colonizacion (artificial o natural) en el Rio
Toltén y el patron de migracion y composicion genética del SCh en la zona de
alimentacién del Golfo de Ancud utilizando polimorfismos de Unico nucleétido
(SNPs).

Objetivos especificos:

Objetivo Problema 1

e Determinar si los individuos asilvestrados de SCh que desovan en el Rio Toltén se
originaron desde una colonizacion artificial desde una piscicultura local o como
resultado de una colonizacion natural por dispersién desde rios el Rio Petrohué
mediante la evaluacion de la divergencia genética de los individuos de ambos rios

y la probabilidad de asignacién al Rio Petrohué segun su origen genético.

Objetivo Problema 2

e Inferir patrones de migracién al determinar la cuenca de origen del SCh capturado
en el &rea de alimentacién del Golfo de Ancud y estimar la composicién porcentual

de uno o varios stocks desovantes de la X y XI Region.
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MATERIALES Y METODOS

1. AREAS DE ESTUDIO

1.1 Rio Toltén

El Rio Toltén se encuentra ubicado en la Provincia de Cautin, IX Regién de la Araucania,
Chile (Figura 4). La cuenca del Rio Toltén se origina del lago Villarrica y posee una
superficie de 8,040 km2, su largo es de 123 km y tiene una altitud 134 m (Soto et al., 2007).
Tiene como afluentes principales los rios Allipén, Voipir y Donguil (Cassin & Sepulveda,
eds. 2006). El rio, es engrosado con las aguas del Rio Allipén a partir de la localidad de
Pitrufquén, a unos 40 km de su origen (donde pasa a ser de lecho ancho y poca pendiente).
Luego, se divide en numerosos brazos que vuelven a juntarse dejando otras tantas islas
entre si, lo que le confiere el caracter de anastomosado. A la altura de la Comuna de
Teodoro Smith, la cuenca desemboca en el mar, presentando un ancho superior a 500 m.
Debido a los diversos avistamientos de reproductores de SCh por parte de guias de pesca
y pescadores locales en distintas areas a lo largo de la cuenca del Rio Toltén, las muestras
fueron extraidas desde los rios Llaima y Allipén (importantes tributarios en los que se ha
avistado SCh) en el curso superior del rio (Figura 4). En esta area se obtuvieron y
muestrearon 124 individuos juveniles de SCh de forma no destructiva mediante pesca

eléctrica.

1.2 Golfo de Ancud

El Golfo de Ancud se encuentra ubicado al noreste de la isla Grande de Chiloé y pertenece
ala X Region de Los Lagos, Chile (Figura 5). Su limite norte comprende Calbuco y Queullin
y su limite sur se ubica entre las Islas Desertores y Quinchao principalmente. El Golfo de
Ancud presenta una variacién en su temperatura anual entre los 9°C (minima temperatura
en meses de invierno) y 18°C (maxima temperatura en meses de verano), con un promedio
anual de 10°C y 31 de salinidad entre los primeros 10 metros de la columna de agua (Iriarte
et al., 2007). En esta &rea de estudio fueron capturados 45 individuos de SCh adultos como

fauna acompafiante de las faenas de pesca artesanal de Merluccius australis (Merluza del
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sur o austral) mediante espineles de profundidad. Estos individuos fueron muestreados en

la localidad de Calbuco, X Region de Los Lagos, Chile (Figura 5).

2. MUESTREO

Del Rio Toltén se capturaron individuos juveniles mediante un equipo de pesca eléctrica
Halltech 2000 que fueron almacenados en baldes de 20 L para anestesiarlos
paulatinamente con 0.5 ul/L de Benzocaina. Luego de anestesiados se procedi6 a realizar
una biopsia no letal de la aleta adiposa y caudal. Los individuos, posteriormente, fueron
reanimados colocandolos rapidamente luego de muestreados en un segundo balde con
agua sin Benzocaina y con movimiento constate del agua para permitir una mejor aireacion
de esta. Las muestras de estos individuos fueron conservadas en criotubos (Biologix) con
1.5 mL de alcohol al 96%, los que fueron transportados al laboratorio AcuiGen (Universidad

de Concepcidn) con el fin de preservarlas a -80°C para su posterior analisis.

De la zona del Golfo de Ancud se extrajeron biopsias de aleta adiposa o caudal desde
individuos adultos. Estas muestras al igual que las de juveniles del Rio Toltén fueron
conservadas en criotubos (Biologix) con 1.5 mL de alcohol al 96%. Posteriormente se
transportaron al Laboratorio AcuiGen (Universidad de Concepcién) con el fin de

preservarlas a -80°C para su posterior analisis.

3. EXTRACCION DE ADN Y TIPIFICACION DE SNPs

Se extrajo ADN desde 190 individuos: 145 del Rio Toltén y 45 del Golfo de Ancud. Este
procedimiento se llevo a cabo mediante la utilizacion del Kit NucleoSpin® Tissue (Qiagen),
en las dependencias del laboratorio AcuiGen (Universidad de Concepcién). EI ADN extraido
fue cuantificado utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000, en el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia Acuicola del Centro de Biotecnologia (Universidad de
Concepcion). Posteriormente se tomé una alicuota de 25 puL de ADN de cada individuo y
fueron puestos en placas para PCR, las que se enviaron al laboratorio de Gendmica
Ecoldgica de la Universidad de Washington (Estados Unidos) para realizar la tipificacion de
SNPs seguln el protocolo de Seeb et al. (2009). Los SNPs (Polimorfismos en un solo

nucle6tido) son variaciones en nucleétidos que no cambian la longitud total de la secuencia
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de ADN, existen en todo el genoma y la mayoria se localizan en regiones no codificantes
sin efecto directo en el fenotipo del individuo. No obstante, algunos introducen mutaciones
en regiones que influyen en la expresion génica (codificante), por lo tanto nos permiten
caracterizar polimorfismos que puedan tener importancia adaptativa y neutral (Morin et al.,
2004). Los SNPs adaptativos permiten caracterizar la variaciébn adaptativa en relacion a
factores ambientales y espaciales (Gomez-Uchida et al., 2012; Limborg et al., 2012) y los
SNPs neutrales, son utilizados para comparar la distribucién de los alelos entre las
poblaciones, y por lo tanto permiten medir migracion y deriva entre éstas; también es
posible estimar el numero efectivo de reproductores (Nb) y el tamafio efectivo de la
poblacion (Ne) (Gomez-Uchida et al., 2012).

Se realiz6 una verificacion manual de los SNPs amplificados por cada individuo en el
software Fluidigm® SNP Genotyping Analysis. Se excluyeron los individuos que

presentaban mas del 75% de sus SNPs sin informacion.

4. ANALISIS PRELIMINARES Y SELECCION DE SNPs

Para realizar los andlisis preliminares se usd una base de datos conteniendo informacion
de 191 SNPs para un total de 190 individuos: 45 del Rio Toltén, 45 de Golfo de Ancud y 88
individuos del Rio Petrohué (Cafas, 2014). Esta ultima poblacién fue considerada como
poblacion de referencia dada su cercania geografica con la poblacién del Golfo de Ancud y
su alta estructuracion genética. Los genotipos del Rio Petrohué provienen de un estudio

anterior que analizo la estructuracioén del SCh en Sudamérica (Cafias, 2014).

Se evaluo la integridad de los datos de SNPs mediante un andlisis de equilibrio de Hardy &
Weinberg utilizando el programa GenALEX 6, el cual es un paquete que utiliza la plataforma
de Excel de Microsoft para la realizacion de andlisis genéticos de poblaciones mediante el
procesamiento de secuencias de ADN en formato numérico (Peakall & Smouse, 2006). Este
permiti6 encontrar los SNPs que presentaron desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Ademas, se realiz6 un analisis de desequilibrio de ligamiento (LD) utilizando el
programa GENEPOP (Rousset, 2008) (utilizando los valores por defecto: 10.000
dememorization steps, 100 batches y 5000 iterations) a fin de poder determinar si las
frecuencias alélicas de ciertos loci estan correlacionadas debido a la ausencia de

recombinacion o por mezcla reciente de las poblaciones. Fueron excluidos aquellos SNPs
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que no se ajustaron a HWE en mas del 50% de las poblaciones en estudio y que

presentaron LD en mas de un 99%.

Complementariamente, se realizé un scan del genoma para detectar SNPs adaptativos que
se encuentran bajo la influencia de seleccion natural mediante la identificacién de valores
atipicos o “outliers”. Este procedimiento fue realizado en el software BAYESCAN, el que
consiste en la identificacion de loci con niveles mas altos de divergencia a lo esperado bajo
la teoria neutral mediante método Bayesiano (Foll & Gaggiotti, 2008). Los SNPs no
detectados como SNP adaptativos fueron considerados como SNPs neutrales los que

posteriormente fueron utilizados para la estimacion del resto de los analisis.

5. DIVERSIDAD GENETICA

Se uso el programa GenALEXx 6 para estimar la diversidad genética tanto para las muestras
del Rio Toltén y las muestras del Golfo de Ancud, estimando los valores de Heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), ademas del indice de diversidad de Shanon ().

También, usando GenALEXx 6 se realiz6 una matriz de distancia genética Fsr (el cual mide
el grado de diferenciacion genética de las poblaciones calculando las varianzas
estandarizadas de las frecuencias alélicas entre individuos), para observar la diferenciacion
genética entre los individuos de las areas en estudio y los de la poblacién de referencia
(Rio Petrohué). Para cuantificar la magnitud de las diferencias genéticas entre las
localidades analizadas, se estimoé el indice Fsr por pares de localidades en el programa
ARLEQUIN versiéon 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Los valores de probabilidad fueron
estimados mediante un test de permutacion utilizando 101.000 iteraciones. Se utilizé la
correccion de Bonferroni cuando fue necesario (o’ = 0,05 / numero de localidades x numero

de loci).

6. ESTRUCTURA GENETICA BASADA EN INDIVIDUOS

Para esto fue utilizada la base de datos con la informacién genética de las tres poblaciones.
Con esta informacion se llevd a cabo un analisis de componentes principales (PCA), a partir
del cual se infiri6 el nimero de cluster o poblaciones genéticamente similares (numero

maximo de cluster =50 e iteraciones =100.000). Posteriormente asumiendo el nimero de
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cluster resultantes se procedié a comparar la estructura genética entre individuos de las
poblaciones del Rio Toltén, Golfo de Ancud y Rio Petrohué, usando el paquete de R
adegenet version 1.4-2, el cual utiliza analisis multivariantes como método estadistico
(Jombart, 2008). Estos andlisis son muy utiles actualmente, para evaluar la estructuracion
genética consenso entre un conjunto de marcadores genéticos, asi como para investigar el
patron espacial de la variabilidad genética. Se llevo a cabo un andlisis discriminante de
componentes principales (ADPC) para lograr obtener la mejor separacion de los individuos
dentro de grupos predefinidos y permitir hacer una asignacion probabilistica de los
individuos a cada grupo sin la limitante de la correlacion de variables propia del andlisis
discriminante (Jombart, 2008), ademés permite resumir la variabilidad genética sin hacer
fuertes suposiciones acerca de un modelo de evolucion: no dependen del equilibrio de

Hardy-Weinberg, ni tampoco suponen la ausencia de desequilibrio de ligamiento.

7. IDENTIFICACION GENETICA DEL STOCK (GSI)

Objetivo 1: Si el origen de la poblacion del Rio Toltén es resultado de una siembra local,
entonces su composicion genética en relacion a un set de poblaciones de referencia del
hemisferio Norte debiera ser significativamente distinta de la composicion genética del Rio
Petrohué. Con este fin se utilizd el software ONCOR versiébn 2.0 para calcular la
probabilidad de asignacion de cada individuo a un grupo de poblaciones de referencia
(Kalinowski et al., 2008). Las poblaciones de referencias corresponden a 41 poblaciones
nativas del hemisferio Norte desde Alaska a California que fueron tipificadas para un panel
de 192 SNPs (Warheit et al., 2013). Para usar idénticos SNPs entre ambas bases de datos
se seleccionaron los SNPs comunes en R utilizando la funcion match (R-Core-Team, 2014).
Las 41 poblaciones fueron agrupadas en reporting groups; grupos de poblaciones que son
genéticamente mas homogéneas que poblaciones de otros grupos (Tabla 2), de manera de
facilitar la asignacion de cada individuo a las poblaciones de referencia nativas. Se emple6
un test de chi-cuadrado de Pearson en R para ver si la asignacion a cada reporting group

fue significativamente distinta entre Rio Toltén y Rio Petrohué.

Objetivo 2: Se compar6 la asignacion de los individuos del Golfo de Ancud con los
individuos del Rio Petrohué a los reporting groups del hemisferio Norte usando ONCOR y
se aplico el test de chi-cuadrado de Pearson para evaluar diferencias entre Golfo de Ancud

y Rio Petrohué. Para identificar potenciales poblaciones de origen local de los SCh
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capturados en el Golfo de Ancud se usé ONCOR, asignando estos individuos a poblaciones
de referencia del Pacifico y Atlantico Sur, incluyendo poblaciones de los rios Toltén,

Petrohué, Pichicolo, Cobarde, Vargas, Serrano y Prat, y de los rios argentinos Santa Cruz
y Caterina.
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RESULTADOS

1. ANALISIS PRELIMINARES Y SELECCION DE SNPs

A partir de los 278 individuos analizados (y 191 SNPs) un total de 95 individuos presentaron
menos del 75% de informacion por lo que fueron eliminados de la base de datos. Tres loci
presentaron desviaciones significativas al equilibrio de HWE: Ots_97 660-56; Ots_CCR7 y
Ots_cox1-241 y fueron filtrados de la base. Se excluyeron ademés tres loci que
demostraron estar en LD: Ots_Aldo B4-183, Ots_aldb-177M y Ots_Tnsf. El andlisis
realizado en Bayescan no arrojé valores atipicos en los loci SNP analizados. La base de
datos de poblaciones introducidas quedé constituida por 183 individuos y 185 SNPs.

2. DIVERSIDAD GENETICA

Los valores variacion genética, medida como heterocigosidad observada y esperada (Hoy
He respectivamente) mostraron gue la poblacion del Golfo de Ancud posee una Ho de 0,292
(D.E.=0,013) y la poblacion de la localidad del Rio Toltén obtuvo el valor de 0,279 (D.E. =
0,013). El mayor valor de He fue para las muestras del Golfo de Ancud con un valor de
0,291 (D.E. = 0,013), mientras que la localidad con menor valor de He fue la del Rio Toltén
con He= 0,277 (D.E.=0,013). De las dos poblaciones en analisis, la de la localidad del Rio
Toltén mostré el menor indice de diversidad de Shannon (0,417 = 0,018). Referente al
porcentaje de loci polimérficos de (%P) la localidad del Golfo de Ancud mostré el valor mas
alto (92,97%) (Tabla 3).

3. ESTRUCTURA GENETICA

El analisis de coordenadas principales (PCA) basado en la distancia genética entre
individuos, logré explicar un 23,6% de la varianza explicada entre los dos primeros ejes. La
coordenada 1 (eje X) explico un 16,68% y la coordenada 2 (eje Y) un 6,92% (Figura 6). La
distribucion de los individuos en ambas coordenadas expuso una clara agrupacion entre los
individuos del Rio Petrohué y los individuos pertenecientes al Golfo de Ancud los que
parecen estar genéticamente relacionados. Por otra parte se distingue una segunda
agrupacion conformada por los individuos del Rio Toltén (muestreados en Rio Allipén y Rio

Llaima).
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El andlisis discriminante de coordenadas principales (DPCA) indica como numero de
clusters resultantes k=2 con un valor de méaxima versimilitud 594,6155, lo que indica que
existen dos poblaciones definidas dentro de los individuos en estudio, una compuesta por
78 individuos (cluster 1, individuos del Rio Toltén) y otra con 105 individuos (cluster 2,
individuos del Golfo de Ancud y Rio Petrohué) (Figura 7). La estimacion de divergencia por
pares de localidades basadas en el indice de fijacion (Fst) mostré una baja estructuracion
genética (no significativa) entre las poblaciones del Golfo de Ancud y Rio Petrohué
(Fst=0,00582), y por otra parte muestra una alta estructuracién genética (significativa) que
diferencia al Rio Toltén del Rio Petrohué y Golfo de Ancud (Fsr=0,06947 y 0,06024

respectivamente) (Tabla 4).

4. TEST DE ASIGNACION DE INDIVIDUOS

4.1 Rio Toltén y Rio Petrohué a las poblaciones nativas del hemisferio Norte

Aproximadamente el 53% de los individuos del Rio Toltén fueron asignados al reporting
group de Oregon California Coast (OR-CA Coast) (Figura 9, Anexo 1) con un valor de
probabilidad promedio de 0,52 (Tabla 5). Los individuos restantes (correspondientes al 32%
de los individuos, Tabla 5) fueron asignados a Lower Columbia River- Willamette con un
valor de probabilidad del 0.91 (Figura 9, Anexo 1). De los individuos restantes solo el 8.9%
fueron asignados a Puget Sound - South British Columbia con valores de probabilidad entre
el 0.4 y 0.97 (Anexo 1), el resto fueron asignados a CR_OceanType-Deschutes y a PNW
Coast-W VI. Por el contrario, el Rio Petrohué a diferencia del Rio Toltén el mayor porcentaje
de individuos (89%) fueron asignados a Puget Sound - South British Columbia (Tabla 5)
con un alto valor de probabilidad (entre 0.9 y 1, Figura 10, Anexo 2). El restante de los
individuos fueron asignados en un menor porcentaje a Central Valley, Oregon California
Coast (OR-CA Coast), Lower Columbia River- Willamette. Esto nos permite inferir que
ambas poblaciones poseen una composicion genética principalmente distinta y por lo tanto
no es posible indicar el origen del SCh en el Rio Toltén como una potencial colonizacion
natural a partir de dispersion desde el Rio Petrohué y se acepta la hipoétesis del problema
1. Para evaluar si la preferencia de cada poblaciéon de los rios (Toltén y Petrohué) a cada

uno de los reporting groups es independiente o dependiente entre Rio Toltén y Rio Petrohué
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se realiz6 un andlisis estadistico de Chi? en R (R-Core-Team, 2014). El resultado
(Chi?=105,93, p-value=2,2*10%< a 0,05, df=3) nos indica que la hipétesis de independencia
entre las variables debe rechazarse y por lo tanto una dependencia entre la preferencia de
cada rio en cuanto al numero de individuos frente a cada reporting group. Si cada rio (en
namero de individuos) es tan dependiente del reporting group asignado debido a que
contiene esos genotipos especificos dentro de su poblacion, esto genera que ambos rios
entre si sean distintos y por lo tanto la distribucion de asignacion también sea distinta.

4.2 Golfo de Ancud y Rio Petrohué

Mediante la utilizacién del software ONCOR pudimos encontrar la poblacién de origen mas
probable para cada uno de los individuos capturados en el Golfo de Ancud. Treinta y dos
de los cuarenta y cuatro individuos de Golfo de Ancud (72%, Tabla 5) fueron asignados a
Puget Sound - South British Columbia con valores de probabilidades entre 0,69 y 1 (Anexo
3). El 16% de la poblacién (7 individuos) fueron asignados a Lower Columbia River-
Willamette, y los individuos restantes se asignaron a Oregon-California Coast y a Central
Valley (Figura 11, Anexo 3).

Para comprender mayormente el origen genético de la poblacion circundante del Golfo de
Ancud se realiz6 el mismo test de asignacion a los individuos de la poblacion de referencia
(Rio Petrohué) a los reporting groups del hemisferio Norte. El resultado indica que el mayor
porcentaje de individuos (89%) del Rio Petrohué fueron asignados a Puget Sound - South
British Columbia Tabla 5 y por lo tanto muestran la misma procedencia ancestral (Puget
Sound-South British Columbia) que los individuos muestreados en Golfo de Ancud con altos
valores de probabilidad (entre 0,91 y 1) a excepciéon de un individuo que mostré una
probabilidad de pertenencia de 0,69. El restante de los individuos fueron asignados en un
menor porcentaje a Central Valley, Oregon California Coast (OR-CA Coast) y Lower

Columbia River- Willamette.

El resultado (Chi?>= 11,736, p-value < 0,008346 df = 5) nos indica que la hipétesis de
independencia entre las variables debe rechazarse y por lo tanto existe una dependencia
entre las variables rios y reporting groups al igual que en el caso anterior. Por lo tanto,
también existe una dependencia entre la asignacion de cada poblacion, en cuanto al

namero de individuos, frente a cada reporting group. En consecuencia, a mayor valor del
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estadistico Chi2, mayor es el grado de asociaciéon entre las variables y por lo tanto existe
una dependencia entre ambas poblaciones (Rio Petrohué y Golfo de Ancud) que permite la

asignacion a los mismos reporting groups.

En relacién a la asignacion a las poblaciones presentes en rios chilenos y argentinos, 39
individuos (de 44, lo que corresponde al 89% de la poblacién en estudio) fueron asignados
al Rio Petrohué con valores de probabilidad entre 0.91 y 1 (Tabla 6, Figura 12). Los
individuos restantes fueron asignados mayoritariamente al Rio Cobarde con minima
influencia del Rio Vargas (Figura 13, Anexo 4). En este test fueron asignados individuos a
las poblaciones presentes en los rios Pichicolo y Prat, no obstante estos valores fueron muy
bajos y no se representaron en la grafica. Lo anterior reafirma que la mayor composicion
de la poblacion del Golfo de Ancud corresponden a individuos pertenecientes al Rio
Petrohué y también implica que un gran nimero de SCh provenientes del Rio Petrohué
utiliza el Golfo de Ancud como zona de alimentacion demostrando un patrén migratorio
similar al reconocido en el hemisferio Norte: cercano a la costa y al rio natal (Quinn, 2005),

por lo que se acepta la hipotesis 2.
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DISCUSION

Objetivo 1. ¢ Colonizacién artificial desde instalaciones de cultivo o colonizacion
natural por dispersion?

Nuestros resultados muestran mediante el PCA y DPCA que los individuos de la poblacion
del Rio Toltén se encuentran distanciados genéticamente de los individuos del Rio Petrohué
generando un cluster de 78 individuos separado de la poblacién de referencia. Al respecto,

existe una diferenciacion significativa entre ambas poblaciones.

Por otra parte el andlisis de asignacion de los individuos del Rio Toltén a la poblacion de
origen nativo (Reporting group del hemisferio Norte) indica que estos poseen un origen muy
variado (Oregon-California Coast, Lower Columbia River-Willamette, Pacific Northwest
Coast-W VI Columbia River fall, Puget Sound - South British Columbia) y donde el mayor
namero de individuos muestreados tiene su origen ancestral a partir de ovas procedentes
de la Costa de Oregon-California. En contraste, casi la totalidad de los individuos del Rio
Petrohué fueron mayormente asignados a la poblacién nativa o reporting group de Puget
Sound-South British Columbia, lo que denota la diferencia ancestral de ambas poblaciones.
El test de chi-cuadrado de Pearson, indica que los reporting groups asignados son
diferentes y por lo tanto el origen genético del Rio Petrohué y el Rio Toltén es
significativamente distinto. De lo anterior podemaos sugerir que la poblacién del Rio Toltén
se habria originado como resultado de una colonizacién local, probablemente por

introducciones y no producto de un patrén de dispersién a larga distancia.

¢, Qué explica la presencia de tantos linajes distintos en el Rio Toltén? Estos transplantes
poseian distintos origenes nativos producto de las introducciones mdltiples desde el
hemisferio Norte al sur de Chile en el periodo de experimentacion con salménidos en
nuestro pais. Debemos recordar que en esa etapa de experimentacion se utilizaron ovas y
alevines de criaderos del Rio Cowlitz (Lower Columbia river basin Washington), Universidad
de Washington, la costa de Oregon y de Puget Sound (Washington) principalmente y donde,
a modo de ejemplo, solo el criadero de la Universidad de Washington, ya tiene un origen
complejo producto que fue fundado con peces de criaderos en Puget Sound, criadero que

a su vez utiliza peces del criadero de Kalama (que se encuentra en la parte baja del Rio
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Columbia, Washington), la que fue también fundada a partir de peces producidos en

criaderos de los Rios Cowlitz y Carson (Ciancio et al., 2015).

En los registros de introduccion de SCh a la IX region solo existe un reporte de introduccion
en el Rio Cautin de cuyos resultados no existe evidencia publicada. No obstante si existen
reportes no formales de SCh retornando al Rio Toltén entre los afios 2000-2004 y otros del
importante establecimiento de O. tshawytscha en un gran nimero de cuencas de la
Patagonia Chilena-Argentina (Pascual & Ciancio, 2007), muchas de las cuales fueron
colonizados por esta especie, ya sea directamente, debido a la mediacion humana (Soto et
al., 2007) o indirectamente por el establecimiento natural de individuos extraviados (Ciancio
etal., 2005; Correa & Gross, 2008) lo que es propio de las migraciones al océano realizadas

durante el ciclo de vida de salmones anadromos.

Nuestros resultados por tanto son contrarios a los resultados obtenidos en otros estudios
donde si se demuestra la posible colonizacién natural de SCh como es el caso de la
poblacion del Rio Futaleufu producto de la colonizacion de peces que fueron introducidos
entre el 1970 y 1980 (con origen en la cuenca baja del Rio Columbia) al sur de Chile y de
peces reproductores escapados durante el ascendente periodo acuicola en la década de
los afios 90, los cuales poseian mdltiples origenes (Valle Central de California, Nueva
Zelandia, la costa de Oregon y Vancouver). Y el caso del Rio Santa Cruz de la Patagonia
Argentina la que surgi6, probablemente, por dispersion del SCh desde cuencas chilenas de
la Patagonia Chilena (Rios Serrano o Prat) (Ciancio et al., 2015), y presentan el mismo
origen genético nativo (LColrR-Willamette: parte baja del Rio Columbia y Rio Willamette)
gue los individuos encontrados por ejemplo en el Rio Santa Cruz y Caterina (Ciancio et al.,
2015). Por lo tanto estos peces pueden ser producto de la desviacién del recorrido
migratorio desde cuencas del sur Austral Chileno hacia el Rio Santa Cruz durante los afios
1981-1985.

Con respecto a la variacion genética, nuestros resultados indican que la poblacion de Rio
Toltén muestra una alta variacion genética y no se diferencia mayormente en variabilidad
de los individuos del Rio Petrohué (Rio Toltén: Ho=0.279 £ 0.013; Rio Petrohué: Ho=0.304
+ 0.014), lo que también es sefial de que la poblacién de SCh presente en Rio Toltén no
surgié a partir de salmones extraviados pues si esto hubiese sucedido los niveles de

variabilidad genética hubiesen también disminuido producto del efecto cuello de botella. En
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este aspecto tanto Ciancio et al. (2015) como Di Prinzio et al. (2015), confirman que la
variabilidad genética de las poblaciones del Rio Santa Cruz como el Rio Futaleufu
mantienen niveles de variacién genética similares a su poblacion originaria lo que ha podido
deberse a las mezcla resultante de multiples poblaciones fuente de SCh introducidos a
Chile (Di Prinzio et al., 2015), esto también ha sido reportado en otros estudios y especies
(e.g Trucha arcoiris), donde se indica que la variabilidad puede estar influenciada por las
poblaciones multiples introducidas, alta presion de propagulo e hibridacion (Consuegra et
al., 2011; Arismendi et al., 2014). A mayor variabilidad genética las especies tienen mayores
probabilidades de sobrevivir a cambios en el ambiente que las especies con menor
variabilidad debido a que se facilita la adaptacion local y aumenta la posibilidad de invasién
exitosa y posterior colonizacion (Di Prinzio et al., 2015). Ademas variados estudios apoyan
el hecho de que la colonizacidon de una especie tiene mas probabilidades de ser exitosa
bajo condiciones que requieran pequefios cambios adaptativos lo que puede ser
considerado como un concepto de “pre-adaptacion” (Facon et al., 2006; Correa & Gross,
2008; Dlugosch & Parker, 2008; Riva Rossi et al., 2012; Ciancio et al., 2015).

Por lo tanto la invasion y colonizacion exitosa del SCh en el Rio Toltén puede haber sido
facilitada por la mezcla desde multiples eventos de introduccion, asi como por la variabilidad
asociada en los rasgos de historia de vida, caracteristicas influenciadas por factores
genéticos y ambientales (Healey, 1991; Quinn et al., 2001). No obstante es fundamental
nuevos estudios que permitan integrar estos analisis moleculares con otras técnicas (e.g
marcaje y recaptura, Piedra et al. (2012)) para observar a una escala temporal el patrén de
desplazamiento de SCh del Rio Toltén y si puede realmente dispersarse, como lo ha hecho
a rios argentinos, a cauces aledafios a la cuenca del Toltén como lo son el Rio Cautin o el

Imperial, donde ya existen avistamientos de SCh juveniles.

Objetivo 2: ElI Salmdn Chinook en zonas de alimentacion del mar interior de Chiloé,
Golfo de Ancud: ¢Proviene de una o mas poblaciones de origen?

Los resultados del analisis del stock genético de los individuos capturados en el Golfo de
Ancud y asignados a poblaciones del hemisferio Norte indican, en base a la proporcion de
individuos analizados para cada localidad, que ambas poblaciones (Golfo de Ancud y Rio

Petrohué) presentan un porcentaje similar de individuos (71% y 89% respectivamente) con
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el mismo origen genético nativo (Puget Sound). El resto de la constitucién porcentual de la
poblacion de Golfo de Ancud es similar a la de la poblacion del Rio Petrohué con individuos
originarios de Central Valley, OR-CA Coast y LColrR-Willamette. Por otro lado, el andlisis
de stock genético asociado a las poblaciones de rios Chilenos y Argentinos indica que el
88% de los individuos fueron asignados al Rio Petrohué y el restante son asignados a las
poblaciones del Rio Cobarde (los que a su vez son asignados en un 99% a LColrR-
Willamette y en un 1% a Puget Sound). Esto es coincidente con el origen genético nativo
(reporting groups) y con el origen genético introducido, por lo tanto podemos afirmar que
los individuos capturados en el Golfo de Ancud proceden principalmente de la poblacién de
SCh del Rio Petrohué, aceptandose la hipotesis 2.

Los anteriores resultados ademas sugieren, que los juveniles de SCh, ya sean ocean-type
o stream-type, cuando proceden a dejar los rios para crecer y alimentarse en el mar, se
dirigen al Golfo de Ancud, como al menos una de sus direcciones migratorias. El Golfo de
Ancud al igual que el mar interior de Chiloé es reconocido por ser particularmente
productivo. EI SCh en su rango nativo, durante la etapa de alimentacion en el mar, es
consumidor de pescado principalmente pelagico y bentopelagico (Healey, 1991; James,
1996; Behnke, 2002). Segun un estudio del Soto et al. (2001) el SCh puede depredar sobre
cardumenes de peces como Engraulis ringens, Sardinops sagax, Normanichthys crockeri,
Odontesthes regia y juveniles de Macruronus magellanicus y otros crustaceos parte del
zooplancton. Lo anterior es coincidente con la alimentacion sugerida (sardina y anchoveta,
principalmente) en resultados obtenidos por parte del proyecto fondo de investigacion
pesquera (FIP 2014-87) actualmente en ejecucion.

Por otra parte, los individuos ocean-type que tienden a residir en zonas pelagicas profundas
también tienden a habitar las zonas costeras mas cerca de su rio de origen, en su rango
nativo (Healey, 1991; Quinn, 2005; Fisher et al., 2014), lo que seria la cualidad ecoldgica
que permite encontrar en la zona del Golfo de Ancud, a menos de 150 km de la
desembocadura del Rio Petrohué en el Seno de Reloncavi, individuos de SCh procedentes
de tal cuenca (SChRP). No obstante, debido a la alta tasa de nado y de viaje en su rango
nativo (2-2,5 km/h y 40-60 km/dia; Quinn, 2005), y al largo periodo de tiempo que pasan en
el mar, es probable que SChRP extienda su ruta migratoria hacia la zona sur del mar interior
de Chiloé o hacia la zona Oeste por el Canal de Chacao, en busca de alimento, debido

fundamentalmente a que otra caracteristica del SCh en su rango nativo es nadar a favor de
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la corriente (Joyner, 1978; Riva Rossi et al., 2012), y las corrientes salientes del Golfo de
Ancud son paralelas y cercanos a la costa en direccién al Océano Pacifico (Caceres et al.,
2003). Esto podria permitir procesos migratorios del SChRP hacia el Océano Pacifico,
interesantes de estudiar. No obstante, por el momento podemos inferir que un gran nimero
de los SCh procedentes del Rio Petrohué migran al Golfo de Ancud a crecer y alimentarse
y por lo tanto permanecerian un tiempo indeterminado cercano a su cuenca natal, al igual

como ocurre en el rango nativo de esta especie (Quinn, 2005).

Nuestros resultados son el punto de partida al estudio de la ecologia de alta mar del SCh
introducido en Sudameérica, por lo que es sumamente necesario complementarlos con
investigaciones mas profundas del recurso para comprender con mayor exactitud las
interacciones del SCh en la red alimentaria de los recursos locales (e.g. Merluccius
magellanicus, Merluccius australis) y la composicion del o los stock presentes en el Golfo
de Ancud, entre otros. Ademas de la utilizacion de técnicas de marcaje (e.g marcas externas
tipo T-bar) y recaptura que permitan definir con mayor exactitud y en escala temporal el
patrén migratorio no solo de los individuos del Rio Petrohué si no también del resto de las

cuencas en las que SCh se ha establecido.

Por altimo, la identificacion genética de stock (GSI), mediante SNPs (Hauser & Seeb, 2008;
Ciancio et al., 2015; Satterthwaite et al., 2015), como la realizada en este estudio a los
individuos del Rio Toltén y Golfo de Ancud, es una técnica particularmente aplicable a los
salménidos anadromos. Se ha utilizado en variados estudios de composicién de stock,
estructura de la poblacion, patrones de migracion y distribucién, y en aplicaciones para la
gestion de la pesca en muchos salménidos del Pacifico (Habicht et al., 2010; Tucker et al.,
2011; Larson et al., 2012; Ciancio et al., 2015; Satterthwaite et al., 2015). En nuestro pais
esta técnica puede ser fundamental, para identificar, entre otras cosas, los rios fuentes de
aportes de SCh al Golfo e incluso del mar interior de Chiloé. Esto es importante para una
adecuada gestion del recurso debido a que la productividad de cada poblacion discreta
puede ser distinta y variable en el tiempo. Por otra parte también es importante obtener
informacion ecoldgica sobre periodos y extension de las migraciones de SCh segun su
ecotipo (ocean-type o stream-type) como ya lo han hecho investigadores argentinos con la

poblacion de SCh retornante al Rio Santa Cruz (Ciancio et al., 2015).
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CONCLUSION

Los analisis aqui presentados ayudaron a dilucidar el origen genético mdltiple de la
poblacion de SCh del Rio Toltén y su modo mas probable de colonizacion, a partir de un
variado nimero de introducciones producidos por el hombre, no informados, de individuos
cultivados en el sur de Chile y no por dispersion natural desde el Rio Petrohué. Por otra
parte, segun el andlisis de GSlI, los individuos presentes en el Golfo de Ancud provienen
mayoritariamente del Rio Petrohué, lo que permite verificar en su rango introducido las
migraciones cercanas a la costa y a su rio de origen como rasgo ecoldgico, reconociendo
al Golfo de Ancud como una de sus estaciones de alimentacion durante su vida en el mar.
La colonizaciéon del SCh en la regién Patagdnica de Sudamérica ofrece una gran fuente de
investigacion dentro de las cuales se deberian considerar estudios que aborden tanto
procesos “ecoldgicos y evolutivos” relacionados con la naturalizacion del SCh en América
del Sur, patrones y rutas de migracioén en el océano, como también estrategias de gestion
gue permitan un mejor manejo de estas poblaciones de vida libre desde el punto de vista

“ecoldgico y econémico” tanto en agua dulce como en el océano.
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Figura 2. Salmén Chinook estadio fry. Fotografia de Richard Bell, Universidad de
Washington. Extraido de Quinn, (2005).

Figura 3. Salmén Chinook macho. Fotografia de Mark Giovannetti. Extraido de Quinn,
(2005).
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Figura 4. Mapa de la IX regién de la Araucania.
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Figura 5. Mapa de la X region de los Lagos.
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Figura 6. Analisis de componentes principales (PCA), realizado en adegenet. Componente
X describe el 16.68% de la variabilidad de los datos y la Componente Y describe el 6.92%.
Rio Petrohué (RP), Rio Toltén (RT) y Golfo de Ancud (GA).
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Figura 7. Analisis discriminante de coordenadas principales (DAPC) (k=2). Cluster 1,
individuos del Rio Toltén (78 individuos) y Cluster 2, individuos del Golfo de Ancud y Rio

Petrohué (105 individuos).
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Figura 8. Barplot del porcentaje de asignacion de cada poblacién en estudio a los reporting

groups del hemisferio norte analizados.
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Figura 9. Resultado del test de asignacion de los individuos del Rio Toltén (RT) a los
reporting groups del hemisferio Norte. Cada linea horizontal representa un individuo, cada
color representa el reporting groups al que fueron asignados.
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Figura 10. Resultado del test de asignacion de los individuos del Rio Petrohué (RP) a las
poblaciones del hemisferio Norte. Cada linea horizontal representa un individuo, cada color
representa el reporting groups al que fueron asignados.
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Figura 11. Resultado del test de asignacion de los individuos del Golfo de Ancud (GA) a las
poblaciones del hemisferio Norte. Cada linea horizontal representa un individuo, cada color
representa el reporting groups al que fueron asignados.
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Figura 12. Barplot del porcentaje total de asignacion de la poblacién del Golfo de Ancud a
cada poblacién de rios Chilenos-Argentinos analizada.
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Figura 13. Resultado del test de asignacién de los individuos del Golfo de Ancud (GA) a las
poblaciones de rios Chilenos-Argentinos. Cada linea horizontal representa un individuo,
cada color representa una poblacion introducida Chilena.

41



Tabla 1. Cronologia de la introduccion del SCh a Chile.

TABLAS

Fecha de la
Introduccién

Lugar de siembra

Origen de introduccion

Motivo de la
Introduccién

Referencias

1886

1924 - 1930

1967 - 1971
1972 -1984

década 1980

1987

1988, 1992,

1995
1989, 2000

1991

1978 a 1997

1990

Santiago de Chile

Rios Blanco, Cautin,
Maullin, Cochamé y
Puelo

Rio Bueno y Rio Chirri

Curaco de Vélez
Rio Prat y Rio Santa
Maria

X region

Pichicolo, Hualaihue,
Chaqueihua
Pichicolo, Hualaihue,
Chaqueihua

Rio Prat, Puerto Natales.

X - XI Region (Chile)

Estero Nilque, Osorno,

Lago Llanquihue, Curaco

de Vélez, Isla

Magdalena, Isla Tortuga,

Rio Prat, Rio Sta. Maria
Rios Maicolpué y
Contaco, Prov. Valdivia.

Paris, Francia

Criadero McCloud (Cuenca del Rio
Sacramento, California, E.E.U.U)

Washington, E.E.U.U

Rio Cowlitz (Lower Columbia river
basin Washington E.E.U.U)
Universidad de Washington,
Cuenca baja del Rio Columbia,
Washington, Puget Sound y Centro

nacional Curaco de Vélez

Costa de Oregon, Puget Sound
(Washington) y Vancouver en la
Columbia Britanica (Canada)
Isla de Vancouver, Canada

Rio Waitaki, Nueva Zelanda

Curaco de Vélez, Piscultura
Astilleros (Canal Dalcahue) y

Washington

Costa de Oregon, Puget Sound
(WA, EEUU), Vancouver (British
Columbia, Canad4) y New Zeland

(originarios de California)

Seattle,Washington, Cuenca Rio
Columbia, Rios Cowlitz, Greeny

Kalama

Nacional

Ranching, Pesca
Deportiva
Ranching, Pesca
Deportiva
Ranching
Ranching

Ranching

Ranching

Ranching
Ranching

Ranching

Ranching

Ranching

Ranching

Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008
Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008
Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011
Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011

Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011

Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011
Niklitschek et al.,2011
Niklitschek et al., 2011
Niklitschek et al., 2011

Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011

Basulto, 2003; Correa y Gross, 2008;
Niklitschek et al., 2011

Niklitschek et al., 2011
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Tabla 2. Reporting groups de las poblaciones nativas utilizadas como base de datos de
referencia para el andlisis de identificacion genética del stock (GSI).

Reporting groups

Localidad en el hemisferio Norte

Central Valley

Eel

OR-CA Cost
LColrR-Willamette
CR_OceanType-Deschutes
CR_StreamType
PNW Coast-W VI
South Thompson
Puget Sound-SBC
U Fraser
NBC-SEAK
TransB-Tahini
Alsek-Cooper
Western-Alaska

Central Valley

Eel River

Oregon-California Coast

Lower Columbia River- Willamette
Columbia River fall

Columbia River Stream Type

Pacific Northwest Coast-W VI

South Thompson

Puget Sound - South British Columbia
U Fraser

North British Columbia, Southeast Alaska
Southeast Alaska

Alsek-Cooper

Western-Alaska

Tabla 3. indices de diversidad genética de las tres poblaciones consideradas en el analisis
(valores promedios). N = Numero de individuos en cada localidad considerados en el
estudio; | = Indice de diversidad de Shannon; Ho = Heterocigosidad observada; He =
heterocigosidad esperada; %P = porcentaje de loci polimorficos. Valores en paréntesis
corresponden a desviacion estandar (D.E).

Pop N | Ho He %P

Golfo de Ancud 44 0.441 (0.017) 0.292 (0.013) 0.291 (0.013) 92.97%
Rio Toltén 78 0.417 (0.018) 0.279 (0.013) 0.277 (0.013) 86.49%
Rio Petrohué* 61 0.445 (0.016) 0.304 (0.014) 0.293 (0.012) 94.05%

* Poblacion de referencia.
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Tabla 4. indice de diferenciacion Fst por pares de localidades. Valores con asterisco indica
diferencia significativa posterior a correccion de Bonferroni.

Golfo de Ancud Rio Toltén Rio Petrohué
Golfo de Ancud 0.000
Rio Toltén 0,06024* 0.000
Rio Petrohué 0,00582 0,06947* 0.000
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Tabla 5. Probabilidad de asignacion de la poblacién total del Golfo de Ancud, Rio Petrohué (poblacién de referencia) y Rio Toltén a
cada reporting groups del hemisferio Norte.

Reporting groups

Pop Central_ OR_CA_ LColrR_ CR_OceanType_ PNW_Coast_W_VI  Puget_Sound_S _BC
Valley Coast Willamette Deschutes
Golfo de 0.0295 0.0927 0.1618 0 0 0.7161
Ancud
Rio Petrohué 0.0669 0.0228 0.0168 0 0 0.8936
Rio 0 0.5242 0.3225 0.0459 0.0248 0.0827
Toltén

Tabla 6. Probabilidad de asignacion de la poblacién total del Golfo de Ancud, a cada poblacién Chilena-Argentina analizada.

Poblaciones chilenas Argentinas

Pop Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio

Toltén Petrohué Pichicolo Cobarde Vargas Serrano Prat Santa_Cruz Caterina
Golfo de 0 0.8851 0 0.1029 0.012 0 0 0 0
Ancud

45



ANEXOS

Anexo 1. Probabilidad de asignacion de cada individuo de la poblacion del Rio Toltén a las
poblaciones nativas del hemisferio Norte (o reporting groups)

Individuo | Mejor estimacion Probabilidad | 2da mejor estimacion Probabilidad
RT1 OR-CA Coast 0.5605 | LColrR-Willamette 0.4363
RT2 OR-CA Coast 0.9831 | LColrR-Willamette 0.0162
RT3 OR-CA Coast 0.8537 | LColrR-Willamette 0.1463
RT4 OR-CA Coast 0.5935 | LColrR-Willamette 0.396
RTS5 OR-CA Coast 0.9857 | CR_OceanType-Deschutes 0.0141
RT6 OR-CA Coast 0.7404 | LColrR-Willamette 0.1382
RT7 OR-CA Coast 0.9993

RTS8 OR-CA Coast 0.961 | LColrR-Willamette 0.0223
RT9 OR-CA Coast 0.5672 | LColrR-Willamette 0.255
RT10 OR-CA Coast 0.7076 | LColrR-Willamette 0.1539
RT11 OR-CA Coast 0.8757 | LColrR-Willamette 0.1238
RT12 OR-CA Coast 0.9995

RT13 OR-CA Coast 0.9971

RT14 OR-CA Coast 0.9988

RT15 OR-CA Coast 0.6881 | Puget Sound-S BC 0.2946
RT16 OR-CA Coast 0.9999

RT17 OR-CA Coast 0.8749 | PNW Coast-W VI 0.0776
RT18 OR-CA Coast 0.9981

RT19 OR-CA Coast 0.9997

RT20 OR-CA Coast 0.8827 | LColrR-Willamette 0.116
RT21 OR-CA Coast 0.9821 | LColrR-Willamette 0.0172
RT22 OR-CA Coast 0.9952

RT23 OR-CA Coast 0.7339 | CR_OceanType-Deschutes 0.2661
RT24 OR-CA Coast 0.7309 | LColrR-Willamette 0.2686
RT25 OR-CA Coast 0.9761 | LColrR-Willamette 0.0229
RT26 OR-CA Coast 0.9784 | LColrR-Willamette 0.0216
RT27 OR-CA Coast 0.8774 | LColrR-Willamette 0.1226
RT28 OR-CA Coast 0.9984

RT29 OR-CA Coast 0.972 | LColrR-Willamette 0.0212
RT30 OR-CA Coast 0.8257 | LColrR-Willamette 0.1683
RT31 OR-CA Coast 0.9986

RT32 OR-CA Coast 0.9969

RT33 OR-CA Coast 0.9344 | LColrR-Willamette 0.065
RT34 OR-CA Coast 0.9996
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RT35 OR-CA Coast 0.9934

RT36 OR-CA Coast 0.8025 | LColrR-Willamette 0.1972
RT37 OR-CA Coast 0.9701 | LColrR-Willamette 0.0286
RT38 OR-CA Coast 0.8561 | Puget Sound-S BC 0.0768
RT39 OR-CA Coast 0.7855 | LColrR-Willamette 0.2139
RT40 OR-CA Coast 0.9745 | CR_OceanType-Deschutes 0.0224
RT41 OR-CA Coast 0.9986 | -

RT42 OR-CA Coast 0.8145 | LColrR-Willamette 0.1855
RT43 LColrR-Willamette 0.9541 | OR-CA Coast 0.04
RT44 LColrR-Willamette 0.6888 | OR-CA Coast 0.3111
RT45 LColrR-Willamette 0.98 | PNW Coast-W VI 0.0147
RT46 LColrR-Willamette 0.8089 | OR-CA Coast 0.1683
RT47 LColrR-Willamette 0.6098 | OR-CA Coast 0.3779
RT48 LColrR-Willamette 1] -

RT49 LColrR-Willamette 0.8542 | OR-CA Coast 0.1457
RT50 LColrR-Willamette 0.9988 | -

RT51 LColrR-Willamette 0.8846 | OR-CA Coast 0.1152
RT52 LColrR-Willamette 0.7431 | OR-CA Coast 0.2568
RTS53 LColrR-Willamette 0.8529 | OR-CA Coast 0.147
RT54 LColrR-Willamette 0.9993 | -

RT55 LColrR-Willamette 0.9998 | -

RT56 LColrR-Willamette 0.9896 | Puget Sound-S BC 0.0071
RT57 LColrR-Willamette 0.7517 | PNW Coast-W VI 0.1121
RTS58 LColrR-Willamette 0.9964 | -

RT59 LColrR-Willamette 0.9845 | OR-CA Coast 0.0154
RT60 LColrR-Willamette 0.9522 | OR-CA Coast 0.0476
RT61 LColrR-Willamette 0.9769 | PNW Coast-W VI 0.0163
RT62 LColrR-Willamette 0.9829 | OR-CA Coast 0.0171
RT63 LColrR-Willamette 0.9996 | -

RT64 LColrR-Willamette 0.9743 | Puget Sound-S BC 0.0166
RT65 LColrR-Willamette 0.9718 | CR_OceanType-Deschutes 0.0191
RT66 CR_OceanType-Deschutes 0.8877 | OR-CA Coast 0.1114
RT67 CR_OceanType-Deschutes 0.4005 | LColrR-Willamette 0.3718
RT68 CR_OceanType-Deschutes 0.3897 | Puget Sound-S BC 0.3868
RT69 CR_OceanType-Deschutes 0.8645 | OR-CA Coast 0.1339
RT70 PNW Coast-W VI 0.8948 | OR-CA Coast 0.104
RT71 PNW Coast-W VI 0.5996 | OR-CA Coast 0.3908
RT72 Puget Sound-S BC 0.4474 | CR_OceanType-Deschutes 0.4331
RT73 Puget Sound-S BC 0.748 | CR_OceanType-Deschutes 0.1442
RT74 Puget Sound-S BC 0.4326 | OR-CA Coast 0.4266
RT75 Puget Sound-S BC 0.8528 | PNW Coast-W VI 0.0971
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RT76 Puget Sound-S BC 0.9727 | OR-CA Coast 0.0257
RT77 Puget Sound-S BC 0.9383 | OR-CA Coast 0.0351
RT 78 Puget Sound-S BC 0.8053 | LColrR-Willamette 0.1933
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Anexo 2. Probabilidad de asignacion de cada individuo de la poblacién del Rio Petrohué
(RP) a las poblaciones nativas del hemisferio Norte (o reporting groups).

Individuo | Mejor estimacién Probabilidad |2da mejor estimacion | Probabilidad
RP1 Central Valley 0.9713 | Puget Sound-S BC 0.016
RP2 Central Valley 0.9991 | - -

RP3 Central Valley 0.9729 | Puget Sound-S BC 0.0269
RP4 Central Valley 0.9729 | Puget Sound-S BC 0.0269
RP5 OR-CA Coast 0.9642 | Central Valley 0.0277
RP6 LColrR-Willamette 0.9655 | Puget Sound-S BC 0.0344
RP7 Puget Sound-S BC 0.9154 | OR-CA Coast 0.0822
RP8 Puget Sound-S BC 1] - -

RP9 Puget Sound-S BC 1] - -

RP10 Puget Sound-S BC 0.9996 | - -

RP11 Puget Sound-S BC 1] - -

RP12 Puget Sound-S BC 1] - -

RP13 Puget Sound-S BC 1| - -

RP14 Puget Sound-S BC 1| - -

RP15 Puget Sound-S BC 0.9941 | - -

RP16 Puget Sound-S BC 0.9722 | OR-CA Coast 0.0269
RP17 Puget Sound-S BC 1| - -

RP18 Puget Sound-S BC 1] 7 -

RP19 Puget Sound-S BC 1] - -

RP20 Puget Sound-S BC 0.9958 | - -

RP21 Puget Sound-S BC iyl -

RP22 Puget Sound-S BC 1] - -

RP23 Puget Sound-S BC 1] - -

RP24 Puget Sound-S BC 0.9811 | Central Valley 0.0189
RP25 Puget Sound-S BC 0.9998 | - -

RP26 Puget Sound-S BC 1] - -

RP27 Puget Sound-S BC 0.9991 ] - -

RP28 Puget Sound-S BC 0.9845 | OR-CA Coast 0.0155
RP29 Puget Sound-S BC 0.9987 | - -

RP30 Puget Sound-S BC 1] - -

RP31 Puget Sound-S BC 0.9995] - -

RP32 Puget Sound-S BC 0.9997 ] - -

RP33 Puget Sound-S BC 1] - -

RP34 Puget Sound-S BC 0.9998 | - -

RP35 Puget Sound-S BC 1] - -

RP36 Puget Sound-S BC 1] - -

RP37 Puget Sound-S BC 0.5899 | OR-CA Coast 0.2644
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RP38 Puget Sound-S BC 1] -
RP39 Puget Sound-S BC 1] -
RP40 Puget Sound-S BC 1] -
RP41 Puget Sound-S BC 1] -
RP42 Puget Sound-S BC 1| -
RP43 Puget Sound-S BC 1] -
RP44 Puget Sound-S BC 1] -
RP45 Puget Sound-S BC 1] -
RP46 Puget Sound-S BC 0.9947 | -
RP47 Puget Sound-S BC 1] -
RP48 Puget Sound-S BC 1] -
RP49 Puget Sound-S BC 1] -
RP50 Puget Sound-S BC 1] -
RP51 Puget Sound-S BC 0.993] -
RP52 Puget Sound-S BC 0.9867 | LColrR-Willamette 0.0115
RP53 Puget Sound-S BC 1] -
RP54 Puget Sound-S BC 1] -
RP55 Puget Sound-S BC 1| -
RP56 Puget Sound-S BC 0.9998 | -
RP57 Puget Sound-S BC 0.9995 | -
RP58 Puget Sound-S BC 1| -
RP59 Puget Sound-S BC 1] -
RP60 Puget Sound-S BC =
RP61 Puget Sound-S BC 1=
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Anexo 3. Probabilidad de asignacién de cada individuo de la poblacién del Golfo de Ancud
(GA) a las poblaciones nativas del hemisferio Norte (o reporting groups).

Individuo Mejor estimacion Probabilidad | 2da mejor estimacién | Probabilidad
GAl Central Valley 0.945 | OR-CA Coast 0.0419
GA2 OR-CA Coast 0.7683 | LColrR-Willamette 0.1878
GA3 OR-CA Coast 0.6364 | Central Valley 0.3375
GA4 OR-CA Coast 0.9345 | Puget Sound-S BC 0.0645
GA5 OR-CA Coast 0.9596 | Puget Sound-S BC 0.0384
GAG6 LColrR-Willamette 0.9997 | - -

GA7 LColrR-Willamette 1| - -

GA8 LColrR-Willamette 0.7122 | OR-CA Coast 0.2666
GA9 LColrR-Willamette 1] - -

GA10 LColrR-Willamette 0.992 | - -

GA1l LColrR-Willamette 0.9999 | - -

GA12 LColrR-Willamette 0.9945 | - -

GA13 Puget Sound-S BC Lol - -

GAl4 Puget Sound-S BC 1| - -

GA15 Puget Sound-S BC 1| - -

GA16 Puget Sound-S BC 1] - -

GA17 Puget Sound-S BC 0.9998 | - -

GA18 Puget Sound-S BC 0.9984 | - -

GA19 Puget Sound-S BC 1| - -

GA20 Puget Sound-S BC 0.9998 | - -

GA21 Puget Sound-S BC o -

GA22 Puget Sound-S BC 1| - -

GA23 Puget Sound-S BC 0.6986 | OR-CA Coast 0.3013
GA24 Puget Sound-S BC 0.9983 ] - -

GA25 Puget Sound-S BC 1| - -

GA26 Puget Sound-S BC 1| - -

GA27 Puget Sound-S BC 0.9945 | - -

GA28 Puget Sound-S BC 1| - -

GA29 Puget Sound-S BC 1| - -

GA30 Puget Sound-S BC 1| - -

GA31 Puget Sound-S BC 0.9995] - -

GA32 Puget Sound-S BC 0.9997 | - -

GA33 Puget Sound-S BC 0.9344 | LColrR-Willamette 0.0625
GA34 Puget Sound-S BC 1| - -

GA35 Puget Sound-S BC 0.9904 | - -

GA36 Puget Sound-S BC 1] - -

GA37 Puget Sound-S BC 0.8049 | LColrR-Willamette 0.1489
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GA38 Puget Sound-S BC 0.9688 | OR-CA Coast 0.0292
GA39 Puget Sound-S BC 0.989 | OR-CA Coast 0.0101
GA40 Puget Sound-S BC 1| -
GA41 Puget Sound-S BC 1| -
GA42 Puget Sound-S BC 0.9979 | -
GA43 Puget Sound-S BC 1| -
GA44 Puget Sound-S BC 0.9318 | OR-CA Coast 0.0594
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Anexo 4. Probabilidad de asignacién de cada individuo de la poblacién del Golfo de Ancud
(GA) a las poblaciones introducidas de la Patagonia Chilena y Argentina.

Individuo | Mejor Estimacion | Probabilidad |2da mejor estimacion | Probabilidad
GA1l Petrohué 1] - -
GA2 Petrohué 1] - -
GA3 Petrohué 0.9152 | Vargas 0.0682
GA4 Petrohué 1] - -
GA5 Petrohué 1] - -
GAG6 Petrohué 1] - -
GA7 Petrohué 1] - -
GA8 Petrohué 1] - -
GA9 Petrohué 1] - -
GA10 Petrohué 1] - -
GAll Petrohué 1| - -
GA12 Petrohué 1] - -
GA13 Petrohué 0|8== -
GAl4 Petrohué 1] - -
GA15 Petrohué 583 -
GA1l6 Petrohué 0.9951 | - -
GA17 Petrohué bl e -
GA18 Petrohué 1] - -
GA19 Petrohué 1] - -
GA20 Petrohué 1= -
GA21 Petrohué 1] - -
GA22 Petrohué 1] - -
GA23 Petrohué 1] - -
GA24 Petrohué 1] - -
GA25 Petrohué 1] - -
GA26 Petrohué 1] - -
GA27 Petrohué 1] - -
GA28 Petrohué 1] - -
GA29 Petrohué 1] - -
GA30 Petrohué 1] - -
GA31 Petrohué 1] - -
GA32 Petrohué 1] - -
GA33 Petrohué 1] - -
GA34 Petrohué 0.9997 ] - -
GA35 Petrohué 1] - -
GA36 Petrohué 1] - -
GA37 Petrohué 1] - -
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GA38 Petrohué 1] -
GA39 Petrohué 1] -
GA40 Cobarde 0.9558 | Petrohué 0.0223
GA41 Cobarde 0.9984 | -
GA42 Cobarde 0.5897 | Vargas 0.4103
GA43 Cobarde 1] -
GA44 Cobarde 0.9639 | Vargas 0.0246
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