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RESUMEN

Las invasiones bioldgicas se refieren al proceso de introduccidn, establecimiento y
expansion de especies exoticas procedentes de otras zonas biogeograficas; y pueden darse
por colonizaciones naturales o0 por invasiones antropogénicas. Las invasiones
antropogénicas tienden a involucrar individuos de diversos origenes, que pueden albergar
relativamente altos niveles de diversidad genética. Un caso particular es el de la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), que fue introducida en Chile a principios del siglo XX,
dando origen a las primeras poblaciones naturalizadas. Estas poblaciones naturalizadas
pueden verse afectadas por los individuos escapados de las pisciculturas. Se ha observado
que los peces escapados de los centros de cultivo entran en los rios y se reproducen con sus
congéneres salvajes, lo que podria contribuir de manera significativa a la diversidad
genética de las poblaciones naturalizadas. Por consiguiente, es de esperar que estas
poblaciones tengan alta variabilidad genética y carezcan de estructura genética espacial, ya
que los continuos escapes de peces de centros de cultivo agregarian nuevos genes a las
poblaciones de manera aleatoria. Se analizd la diversidad y estructura genética de diez
poblaciones naturalizadas de trucha arcoiris (O. mykiss) en Chile (seis de la region de Los
Rios y cuatro de la region de Aysén), mediante el uso del marcador mitocondrial COIl. Los
analisis basados en 114 secuencias, revelaron que la diversidad genética fue de He=0,60
para la region de los rios y He=0,47 para la regién de Aysén, promediando un total de
He=0,55. También revelaron que el 14,4% del total observado de la variacion genética se
puede explicar por las diferencias entre poblaciones (Fst = 0,144). Diferencias de
diversidad genética entre regiones puede ser explicada por adaptaciones al ambiente,
hibridaciones entre truchas naturalizadas y truchas escapadas de centros de cultivo y

diferencias en el proceso de introduccion de la especie.



ABSTRACT

Biological invasions refer to the process of introduction, establishment and spread
of exotic species from other biogeographic regions; and may be given natural or
anthropogenic invasions colonization. Anthropogenic invasions tend to involve individuals
from diverse origins, which can hold relatively high levels of genetic diversity. A particular
case is that of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), which was introduced in Chile in the
early twentieth century, giving rise to the first naturalized populations. These naturalized
populations may be affected by the escaped individuals from fish farms. It has been
observed that escapees from fish farms enter the rivers and reproduce with their wild
relatives, which could contribute significantly to the genetic diversity of naturalized
populations. Therefore, it is expected that these populations have high genetic variability
and lack of spatial genetic structure, as continuous releases of fish farms would add new
genes to populations at random. An analysis of diversity and genetic structure 10
naturalized populations of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in Chile (six in the region
of the Rivers and four of the Aysen region) was performed, using mitochondrial COI
marker. Analyses based on 114 sequences revealed that genetic diversity was He=0.60 for
the region of rivers and He = 0.47 for the Aysen region, averaging a total of He = 0.55.
They also revealed that 14.4% of the total genetic variation observed can be explained by
differences among populations (Fst = 0.144). Differences in the pattern of genetic diversity
among regions can be explained by adaptation to the environment, hybridizations between
naturalized trout and getaways trout farms and differences in the process of introducing the

species.



1. INTRODUCCION

1.1 Invasidn, establecimiento y conservacion de trucha arcoiris

Las invasiones bioldgicas pueden darse de dos maneras: Por colonizaciones
naturales o por invasiones antropogénicas. Las colonizaciones naturales se producen
generalmente, por el ingreso de pocos individuos que comparten un origen coman. Estas
colonizaciones dan lugar a efectos fundadores que se caracterizan por la deriva genica y la
perdida de la diversidad genética. Por otro lado, las invasiones antropogenicas tienden a
involucrar individuos de diversos origenes, que pueden albergar relativamente altos niveles
de diversidad genética (Consuegra, 2011); y su éxito, en teoria, depende de tres factores: 1.
La presion de propagulos, es decir, el nimero de individuos liberados y el nimero de
eventos de liberacion; 2. La invasividad de la especie, es decir, los rasgos que le permiten a
una especie invadir nuevos hébitats; y 3. La invasibilidad de la comunidad receptora, es
decir, la susceptibilidad de las comunidades para ser invadidas (Lockwood et al, 2005;
Mozon-Argiello et al, 2014).

Oncorhynchus mykiss fue introducida en Chile por medio de invasiones
antropogénicas. Estas invasiones dieron lugar a las primeras poblaciones naturalizadas, que
se establecieron con éxito gracias a la gran plasticidad fenotipica de la especie, la baja
resistencia de los ecosistemas, y a la presion de propéagulos (Arismendi, 2014). Estas
poblaciones pueden verse afectadas por los individuos escapados de las pisciculturas, ya
que se ha observado que los peces escapados de los centros de cultivo entran en los rios y
se reproducen con sus congeéneres salvajes (Hansen, 1991; Cussac et al, 2014). Los peces
escapados se caracterizan por presentar una reduccion en la variabilidad genética y
anomalias de comportamiento, por lo que esta hibridacion puede amenazar la aptitud de los
peces silvestres que ya estan adaptados al medio ambiente local (Cussac et al, 2014). Sin
embargo, los organismos escapados también se caracterizan por una alta presion de
propagulos y por elevadas tasas de crecimiento, rasgos que tienden a aumentar el éxito del
establecimiento. Consuegra et al (2011) realizaron un estudio en poblaciones naturalizadas
de trucha arcoiris de la X region, concluyendo que los peces que se escapan de las

pisciculturas no sélo sobreviven y entran en los arroyos a desovar, sino que también



contribuyen de manera significativa a la diversidad genética de las poblaciones
naturalizadas. Por eso es importante caracterizar la variabilidad genética de las poblaciones
naturalizadas de O. mykiss, ya que contar con esa informacion permitiria monitorear las
poblaciones en el tiempo, observando si la variabilidad genética aumenta o disminuye
debido a la hibridacién de las especies naturalizadas con los individuos escapados, y

dependiendo de cuél sea el caso, tomar medidas adecuadas para su control y manejo.

Por otro lado, es importante manejar las poblaciones naturalizadas de O. mykiss,
porque es una especie de gran interés en la pesca recreativa. Esta es una actividad de gran
importancia econdmica para los paises en que se practica. En Chile hay un ingreso cercano
a MM USS$ 20 anuales por este deporte (Sernapesca, 2008); sin embargo, podria alcanzar
ingresos anuales cercanos a MM US$150 hasta MM US$800, como ocurre en Argentina y
nueva Zelanda (SERNATUR, 2005). Estas cifras nos indican que, a pesar de que Chile
cuenta con un gran potencial para el desarrollo de la pesca recreativa, debido a la gran
diversidad y belleza de sus ecosistemas, ésta no ha logrado consolidarse como un producto
turistico clave, principalmente debido a la falta de planes de manejo sobre las poblaciones

silvestres de salménidos.

Para generar planes de manejo adecuados, que permitan una mejor gestion de las
especies es necesario conocer su biologia, incluyendo su grado de variabilidad genética, ya
que cuando hablamos de diversidad no s6lo deberiamos hacer referencia a la riqueza de
especies sino también, a las variaciones genéticas (genotipos) que las mismas presentan
como respuesta a la heterogeneidad del medio ambiente (Redondo et al, 2003). Asi, para
preservar realmente la riqueza de las poblaciones naturalizadas de O. mykiss, expresada
como variabilidad genética de la poblacién, resulta crucial tener el madximo conocimiento
de la misma. De esta forma se evitara la pérdida de parte de la diversidad que realmente
existe y que no se puede evaluar a simple vista. Ademas los datos que se obtendran seran
un aporte en la creacion de una base de datos, con el fin de lograr una mayor
caracterizacion y/o seguimiento de poblaciones naturalizadas tal como lo sugiere Gajardo y
colaboradores (1998).



1.2 Introduccion de salménidos en Chile, cultivo y consecuencias ambientales.

Las invasiones biologicas se refieren al proceso de introduccion, establecimiento y
expansion de especies exdticas procedentes de otras zonas biogeogréficas. En Chile, la
introduccién de la trucha arcoiris se inicia en el afio 1905, cuando se introdujeron las
primeras especies con fines alimenticios y deportivos (Arratia, 1978). Un total aproximado
de 198.000 peces, fueron introducidos en los rios Aconcagua, Paine, Tinguiririca,
Linglemo, Maule, Cautin y Toltén. Posteriormente un segundo grupo de 168.000 peces,
provenientes de Alemania, fue distribuido entre los rios mencionados, y ademas en los rios
Angostura, Calle-calle y Bueno (Golusda, 1907). Estas introducciones dieron origen a las
primeras poblaciones de truchas naturalizadas en Chile, es decir, poblaciones

autosostenibles en el tiempo.

Posteriormente se inicia el cultivo de salménidos, cuando a fines del afio 1906 el
gobierno Chileno firmé un proyecto que aprobaba la construccion e instalacion de una
piscicultura en La Dehesa (Golusda, 1907). Sin embargo, no fue hasta 1980 que se

intensifico el cultivo de productos acuicolas a gran escala (Mufioz, 2009).

En 1952 se construyd una piscicultura en Polcura, region del Bio-bio. Esta tuvo
como objetivo producir principalmente ovas y alevines de trucha arcoiris (Oncorynchus
mykiss) y trucha café, para el repoblamiento de la zona central de Chile (Claude y Oporto,
2000). Posteriormente en 1973 se instal6 la piscicultura mas grande de la época, en
Pullinque, cerca del lago Panguipulli, region de Los Lagos (actualmente region de Los
Rios); y en 1974 la empresa Chilena Lago Llanquihue Ltda. entrd en el cultivo comercial
de la trucha en lagunas artificiales del Rio Pescado, en la region de Los Lagos (Mufioz,
2009).

El rapido crecimiento del cultivo industrial se puede apreciar al comparar las cifras
de produccion que, a principios de los afios 80 llegaban a 80 toneladas, en 1984 sumaban
500 toneladas, en 1988 eran 5.500 toneladas, y en 1997 llegaban a 247.970 toneladas
(Claude y Oporto, 2000).

Segun cifras de la FAO el cultivo de salménidos en Chile alcanzé su mayor

produccion en 2006, con cerca de 640.000 toneladas por un valor de $ 3.8 mil millones de



ddlares. Esta produccién corresponde principalmente al salmon del Atlantico Salmo salar
(60,3%), salmén coho Oncorhynchus kisutch (17,5%) y la trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss (22%) (Sepulveda, 2013).

Este explosivo crecimiento de la salmonicultura, ha implicado la introduccion y/o
liberacion de nuevas cepas al medio ambiente, causando probablemente, un impacto
negativo sobre las poblaciones de truchas naturalizadas (Gajardo, 1998). La organizacion
WWEF publicé en el afio 2009 la investigacion escapes de salmén en Chile, donde exponen
que anualmente se han registrado escapes de salmones por sobre el millon y medio de
ejemplares. Por ejemplo, en el afio 2007 se fugaron 1.726.919 ejemplares debido a siete
eventos de escapes masivos, y durante el afio 2008 se produjeron 19 episodios con un
resultado de 1.646.817 salmones escapados. En su &rea de distribucion natural, los
salmonidos tienden a estar localmente adaptados (Garcia de Leaniz, 2007), y esto los hace
particularmente vulnerables a la introgresion genética de individuos escapados de las

pisciculturas (Boyer et al, 2008).

En Chile, las preocupaciones ambientales de los escapes de salmoénidos se han
centrado en los efectos depredadores de corto plazo sobre los peces nativos, los efectos a
largo plazo vinculados con la probabilidad de que las poblaciones de salmdnidos de
piscicultura puedan volverse autosostenibles y la transferencia de enfermedades y
patdgenos (Sepulveda, 2013). Otro factor importante, que no es considerado, es el efecto
que produce la hibridacion entre especies naturalizadas y de cultivo. El resultado, son
nuevas generaciones de salmones hibridos que no poseen las caracteristicas necesarias para

sobrevivir en condiciones silvestres (Einum, 2001).

1.3 Estudios genéticos en salmonidos

Para conocer las caracteristicas de las poblaciones de truchas, se han realizado
numerosos estudios en poblaciones de truchas nativas, principalmente en poblaciones
europeas y norteamericanas. Estos abarcan desde la caracterizacion genética de poblaciones
de truchas, relaciones genéticas y flujo genético entre poblaciones residentes y migratorias,

comparaciones entre la diversidad genética de diferentes cepas de truchas, diferenciacion



genética entre truchas de criadero y truchas salvajes, hasta estrategias genéticas para la

rehabilitacion de poblaciones de trucha en lagos europeos.

Con respecto a la caracterizacion genética de truchas en su hébitat nativo, los
estudios indican que las poblaciones muestran altos niveles de variabilidad genética
intrapoblacional y altos niveles de divergencia genética interpoblacional (Colihueque,
2003). Riffel (1995), por ejemplo, encontré alta variabilidad genética intrapoblacional entre
poblaciones de once sistemas fluviales a lo largo de la cuenca de los rios Rin y Danubio, en
Europa.

En Chile hay muy pocos estudios que caractericen las poblaciones de truchas
naturalizadas, pese a ser un recurso econémico importante para el pais, tanto en el turismo
(pesca deportiva) como en la industria salmonera. Por ejemplo, Faindez et al. (1997)
estudiaron poblaciones naturalizadas de trucha café (Salmo trutta), en siete cuencas
distribuidas entre el norte y el sur de Chile. Utilizando aloenzimas como marcadores
moleculares, reportaron una diversidad genética de Hr = 0,1274 por lo que concluyeron
que las poblaciones chilenas naturalizadas de trucha café muestran una baja variabilidad
genética, con solo dos variantes alélicas por locus. Similarmente, Colihueque et al. (2003)
estudiaron 5 poblaciones naturalizadas de trucha café en rios de las regiones de la
Araucania y de Los Lagos, usando aloenzimas y microsatélites, donde observé una
diversidad genética Hy = 0,1216. Por otro lado, ambos autores encontraron un indice de
diferenciacion genética (Gst) cercano a 10%, lo que indica que la divergencia genética
entre las poblaciones chilenas es baja y, en consecuencia, que la mayor proporcion de la
variacion genética reportada se distribuye dentro de las poblaciones.

Para trucha arcoiris, Gajardo et al. (1998) realizaron un estudio aloenzimatico, que
se llevd a cabo en poblaciones naturalizadas de tres rios conectados a los lagos andinos
Puyehue y Rupanco, region de Los Lagos. El analisis se basé en 32 loci presuntos, 10 de
los cuales fueron variables, y revelo que la media del porcentaje de loci polimorficos (P =
21,8%; rango = 15,6-28,1%), el nimero medio de alelos por locus (n = 1,26; rango = 1.2 a
1.3) y la media de la heterocigosidad observada (Ho = 7,0%, rango = 6,0 a 8,2%) fueron
elevados, aunque dentro del rango reportado para la trucha arcoiris. También reportd que la

media de la distancia genética entre las muestras fue baja (D = 0,003), y que sélo el 5,2%



de la variacion genética observada total puede ser explicada por las diferencias entre
poblaciones (Fst = 0.052).

1.4 Caracteristicas generales de trucha arcoiris

La trucha arcoiris es un pez teledsteo perteneciente a la familia de los salménidos
(salmonidae), cuyo rango de distribucidn abarca aguas frias de América del norte, Asia y
Europa. Tolera temperaturas desde 0 a 25° C, con un rango Optimo de 10 a 12° C para
mantenerse saludable, mientras que para obtener un excelente crecimiento, en condiciones

de buena calidad de agua, prefiere temperaturas entre 15y 20° C (Gall y Crander, 1992).

El ciclo de vida de la trucha arcoiris es muy variable en cuanto a sus patrones
migratorios. Siempre desovan en rios o arroyos y muchas completan su ciclo de vida en
agua dulce. Sin embargo, algunas variedades, migran y pasan su vida adulta en el océano,
y so6lo vuelven al rio donde nacieron para desovar. Este ultimo se conoce como
reproduccion anddroma (Groot, 1996). Las formas anddromas migran al mar como
juveniles y pueden viajar grandes distancias en el océano. Las formas de agua dulce (no
anadromas) se mueven entre el afluente y el rio principal, entre el rio y el lago, o pasan toda
su vida en un arroyo o rio en particular (Groot, 1996). El crecimiento y maduracién sexual
de estos organismos puede ocurrir en agua dulce o agua de mar. Esta Gltima fase puede
durar entre 1,5 y 3 afios de la vida del pez (Sepulveda, 2009). El desove generalmente se
produce en flujos de agua de ambos rios o afluentes del cauce principal, sobre lechos de
grava de rios o costas de lagos, donde el agua se filtra a través de ella. La grava brinda
proteccién a los huevos, hasta que emergen como alevines listos para comer y migrar
(Groot, 1996).

La trucha arcoiris es altamente adaptable a su entorno, razén por la cual ha logrado
una amplia distribucion (Laird y Needham, 1988). Segun estudios realizados por otros
autores, dos truchas nacidas de una misma progenie pueden adaptarse a habitats totalmente
distintos. Una puede crecer, reproducirse y vivir en un pequefio arroyo, con unos pocos
centimetros de agua sobre su cuerpo Yy la otra viajar una gran cantidad de kilémetros hasta

el océano para alimentarse y crecer mucho mas que la primera (Espinos, 1995). Es por esto



gue en un mismo curso de agua pueden encontrarse truchas residentes, migratorias de rios y

lagos, 0 anadromas (Espinos, 1995).

2. HIPOTESIS

Poblaciones de truchas en rios y lagos de Chile, presentan una alta variabilidad
genética y carecen de estructura genética espacial entre las poblaciones, debido a que
continuos escapes desde centros de cultivo, agregan nuevos genes a las poblaciones de

manera aleatoria.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad y estructura genética en poblaciones naturalizadas de

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), en rios y lagos de las regiones de Los Rios y Aysén.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la variabilidad genética de trucha arcoiris, por medio del marcador
mitocondrial (COI).

2. Determinar la estructura de las poblaciones naturalizadas de trucha arcoiris.

3. Comparar patrones espaciales de diversidad genética para poblaciones de trucha
arcoiris entre las regiones de Los Rios y Aysén.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio y colecta de muestras
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Figura 1. Mapa del area de estudio.

Las muestras de trucha arcoiris fueron obtenidas de siete rios de la region de Los
Rios y 4 lagos de la region de Aysén. Estos son los rios: Calle-Calle, Cayumapu,
Llancahue, Llanquihue, Enco, Calcurrupe y Hueinahue; y los lagos: Frio, Caro, Monreal y
Pollux (Figura 1). De cada localidad se extrajeron entre 10 y 15 ejemplares de O. mykiss y
se les extrajo tejido de la aleta, el que fue almacenado en alcohol absoluto hasta su analisis
en laboratorio. En la region de Los Rios, las muestras de los rios Llancahue, Llanquihue,
Enco, Calcurrupe y Hueinahue, fueron colectadas por Jorge Oporto, en marzo de 2014 por
medio de pesca eléctrica.; y en los rios Calle-Calle y Cayumapu fueron colectadas con
redes de 4 mm de abertura de malla, anzuelo y espinel, por Jonathan Vergara en junio de

2014. Todo esto con permiso de pesca de investigacion, entregado por Sernapesca y
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CONAF. En el caso de la region de Aysén, las muestras fueron colectadas por Cristian
Correa, entre enero y mayo de 2007-2009, y el método de muestreo se describe en Correa
& Hendry (2012).

5.2 Analisis Genéticos

5.2.1 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de individuos provenientes desde 6 localidades de la regién de Los
Rios y desde 4 localidades de la region de Aysén. EI ADN se obtuvo mediante el Kit
comercial “E.ZN.A. ® Tissue DNA kit”, empresa OMEGA  bio-tek
(www.omegabiotek.com), segun el protocolo descrito por el fabricante.

La concentracion total y calidad de ADN genomico de cada individuo fue evaluado
a través de un espectrofotdbmetro (NanoDrop® ND-1000). Se determind la absorbancia
260/280 para estimar el grado de pureza de la muestra con 1 nm de exactitud. Proporciones
260/280 de "1,8 se consideraron de alta calidad para posterior amplificacion. La integridad
del ADN se corroboré a través de geles de agarosa al 1%, corridas a 100 voltios por 45
minutos, usando una solucién amortiguadora TAE (1X). Las diluciones consideradas en
este trabajo se estandarizaron a una razén de concentracion 1:2 (ng/ul) (DNA: H,O ultra-

pura).

5.2.2 Marcador genético molecular

El marcador molecular seleccionado corresponde al gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa Subunidad | (COI). Este fue amplificado utilizando una mezcla de partidores
compuesta por el partidor universal descrito por Folmer et al. (1994) LCO_F (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') y por el partidor universal para peces
Fish_ R2 (5-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3) (Keskin y Atar, 2013)
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5.2.3 Amplificacion de Citocromo Oxidasa ¢, subunidad I (COI)

Previo a la secuenciacion, el gen Citocromo Oxidasa subunidad | se amplifico
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Las reacciones de PCR se realizaron
en un volumen final de 25ul. Las cantidades de cada reactivo a usar consistieron de: 0,75ul
de TagDNA polimerasa Invitrogen (5U/ul), 2,25ul de Buffer (10x), 0,5 ul de dNTPs
(10Mm), 0,75ul de MgCl, (50mM), 0,25 ul de cada partidor (ambos a concentracion de 10
pmol/ul), 0,5ul de BSA (100x), 4 ul de DNA diluido (1:2) y 15,75 ul de H,O ultra-pura

para completar el volumen final.

El ciclo de amplificacion del gen COI incluy6 una desnaturalizacion inicial a 95°C
(5 min), seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C (45 s), alineamiento a 52°C (45
S) y extension a 72°C (1 min); para terminar con una fase de elongacién final de 72°C (10

min).

5.2.4 Secuenciacion

El producto final de PCR fue enviado a purificar y secuenciar a la Empresa
Macrogen Inc. Seoul, Korea del Sur (www.macrogen.com) en el secuenciador automatico
modelo ABI PRISM 310. Para menor ambigliedad se secuencié la hebra forward y la hebra
reverse de cada individuo, para posteriormente editarlas y alinearlas en el programa ProSeq
v3.0 (Filatov, 2002). A partir de este analisis se construy0 una hebra consenso para cada

individuo secuenciado, la que fue utilizada en andlisis posteriores.

Debido a la utilizacion de partidores universales, antes de someter los consensos a
analisis genéticos, se verificd la secuencia a través de una basqueda por similitud en la base
de datos del National Center for Biotecnology Information NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

usando el programa Blast (Camacho et al., 2008).
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5.3 Andlisis de datos

5.3.1 Determinacién de indices de diversidad

Los indices de diversidad genética tales como: nimero de haplotipos mitocondriales
(Nhap), nimero de sitios polimorficos (S), diversidad de haplotipos (He), nimero promedio
de diferencias entre pares de secuencias (1), asi como diversidad de nucle6tidos (11,),
fueron estimados para Oncorhynchus mykiss entre localidades con el programa
ARLEQUIN v3.11 (Excoffier et al., 2010).

5.3.2 Determinacion de la estructuracion poblacional

La estructura genética se calcul6 considerando cada una de las localidades como una
poblacién. Para esto se estimaron los valores de diferenciacion genética (Fst), que mide el
grado de diferenciacion entre dos poblaciones, el cual puede ser afectado por diferentes
procesos tales como conectividad entre las poblaciones, tamafio e historia de cada
poblacion. Estos célculos se realizaron través del analisis de Fst pareados. Para esto se
realizd un analisis multilocus AMOVA, el cual es un analisis jerarquico de la varianza
genética, donde la varianza se subdivide en la variacion entre dos grupos (region de Los
Rios y region de Aysén; Fct), entre localidades dentro de cada grupo (Fsc) y entre
localidades (Fst). Estas estimaciones se obtuvieron con el programa ARLEQUIN v.3.51
(Excoffier et al., 2010). Se realizaron 10000 permutaciones no paramétricas para asegurar

precision en la probabilidad final.

Para probar si las poblaciones naturalizadas de trucha siguen un modelo de
aislamiento por distancia, se realizd6 un Test de Mantel, usando ARLEQUIN v.3.51
(Excoffier et al., 2010).
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5.3.3 Redes de haplotipos

Para determinar las relaciones entre los haplotipos del gen mitocondrial COI, se
construyeron redes de haplotipos usando el algoritmo de Median Joining, el cual esta
implementado en el programa Network v 4.510 (Bandelt et al., 1999). Ademas, con el
objetivo de obtener un panorama de la diversidad genética encontrada en los rios de la
region de Los Rios y lagos de la region de Aysén, respecto de la diversidad genética en
otras partes del mundo, se construy6 una red de haplotipos, usando las secuencias obtenidas
en este estudio y un total de 156 secuencias de COIl extraidas de la base de datos del ncbi,

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)

5.3.4 Test de neutralidad

Para determinar si las secuencias analizadas siguen un modelo molecular neutral, o
estan afectadas por algin tipo de seleccion natural, se realizaron pruebas de neutralidad
utilizando el test D de Tajima (1989) y el Fs de Fu (1997). El test de tajima se fundamenta
en el hecho que en un modelo neutral, las estimaciones del nimero de sitios segregantes y
el numero promedio de diferencias nucleotidicas estan correlacionados. El test de Fu esta
basado en el modelo de sitios infinitos sin recombinacion. Se estima la probabilidad de
observar una muestra aleatoria con un nimero de alelos iguales o menores que el valor
observado, dado el nivel observado de la diversidad y la suposicion de que todos los alelos

son selectivamente neutrales.

Ambos estadigrafos fueron calculados en el programa el ARLEQUIN v.3.51
(Excoffier et al., 2010)
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6. RESULTADOS

6.1 Diversidad Genética

Para el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COIl) se considerd un
total de 114 secuencias de 599 pb cada una. Estas corresponden a diez localidades del sur
de Chile, siendo seis localidades de la region de Los Rios y cuatro de la region de Aysén
(Tabla 1). En esta base de datos se registraron siete sitios polimorficos que conducen a
definir siete haplotipos (Tabla 1). El haplotipo 1, presente en todas las localidades
estudiadas, fue el méas frecuente representando el 54,3% del total de los individuos
analizados, el 48,8% de los individuos analizados para la region de Los Rios y el 62,4%
para la region de Aysén. Este fue seguido por el haplotipo 2 presente en todas las
localidades menos en el rio Calcurrupe, representando el 41,1% del total de los individuos
analizados, el 43,5% de los individuos analizados para la region de los Rios y el 37,6% para
la region de Aysén (Tabla 1, Figura 2).

La diversidad haplotipica (He) del total de individuos secuenciados fue de 0,55
presentandose el méaximo en el rio Enco (He=0,62 + 0,09), y el minimo en el rio Llancahue
(He=0,13 + 0,11), ambos de la regién de los Rios (Tabla.1).

La diversidad nucleotidica (m2) observada fue baja, oscilando entre 0,001 y 0,002.
Para ambas regiones el valor promedio de este indice fue de 0,001; indicando que la
diversidad nucleotidica es practicamente igual para ambas regiones. Entre todas las

localidades, el rio Calcurrupe presenta el valor mas alto en este indice (0,002).

Por otro lado para la region de los Rios, en un total de 74 individuos analizados, se
encontraron 7 Haplotipos (Nhap) y 7 sitios polimorficos (S); mientras que en la regién de

Aysén y 2 haplotipos y 1 sitio polimorficos para los 40 individuos analizados (Tabla 1).



Tabla 1. Diversidad genética del gen COI por localidades estudiadas segun region.

Region Localidad LatS - LongW N muestras Nhap S He nl 2
X1V 1. Rio Llancahue 39°34'S - 71°55'W 15 2 1 0,13 0,13 0,000
2. Rio Cayumapu- 39°42'S - 73°10'W
Calle Cﬁlle P 39°48'S - 73°12'W 10 3 3 0,51 0.87 0,001
3. Rio Llanquihue 39°49'S - 72°5'W 12 2 1 0,53 0,53 0,001
4. Rio Enco 39°52'S - 72°8'W 12 3 3 0,62 0,88 0,001
5. Rio Calcurrupe 40°12'S - 72°11'W 15 4 3 0,55 0,95 0,002
6. Rio Hueinahue 40°18'S - 72°56'W 10 2 1 0,56 0,56 0,001
Total 74 7 7 0,60 0,77 0,001
Promedio 12,3 2,7 2 0,48 0,65 0,001
XI 1. Lago Pollux 45°40'S - 71°56'W 13 2 1 0,38 0,39 0,001
2. Lago Frio 45°40'S - 71°56'W 8 2 1 0,54 0,54 0,001
3. Lago Caro 45°48'S - 72°32'W 8 2 1 0,54 0,54 0,001
4. Lago Monreal 45°52'S - 72°2'W 11 2 1 0,44 0,44 0,001
Total 40 2 1 0,47 0,47 0,001
Promedio 10 2 1 0,48 0,47 0,001
TOTAL 114 7 7 0,55 0,67 0,001

Nhap: n° de haplotipos, S: n° sitios polimorficos, He: Diversidad haplotipica, t1: n° medio de diferencias pares; a,: Diversidad
nucleotidica.
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Figura 2. Distribucion espacial de haplotipos encontrados en truchas O. mykiss de la regidn de los Rios (a) y de la region de Aysén (b).
En amarillo y naranjo se indican haplotipos compartidos, mientras que en gris se sefialan haplotipos Unicos (simbologia de haplotipos
en la columna de la derecha). El &rea de los simbolos es proporcional al nimero de individuos secuenciados (N). También se indica el

porcentaje de ocurrencia del haplotipo mas recurrente.
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6.2 Estructura genética

El analisis de estructuracion genética AMOVA, reveld que la principal fuente de
variacion genética esta dada entre poblaciones dentro de cada region (Fsc=0,157; p=0,001)
y entre poblaciones en general (Fst=0,144; p=0,000). Sin embargo, no se detect6
diferenciacion genética significativa entre regiones (Fct=-0,015; p=0,612) (Tabla 2).
Valores de Fst pareado fueron significativos entre Llancahue y Cayumapu-Calle-Calle,
Llanquihue, Enco, Calcurrupe, Hueinahue, Pollux, Frio y Monreal; y entre Calcurrupe y

Enco, Hueinahue y Cayumapu-Calle-Calle (Tabla 3).

Tabla 2. Analisis de varianza molecular (AMOVA jerarquico) para las dos regiones
estudiadas (valores significativos marcados en rojo).

Structured tested F statistic P-values

Fsc=0,15712 0,001
(Llanc, CayC, Llang, Enco, Calc, Huei) (Poll, Frio, Mon, Caro)  Fst=0,14430 0,000

<\ Xl Fct=-0,01521 0,612
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Tabla 3. Matriz de distancia genética entre pares de poblaciones. Bajo la diagonal se presentan valores de Fsr; sobre la diagonal
valores de significancia. Las localidades fueron ordenadas de norte a sur.

Llancahue Cay-CC Llanquihue Enco Calcurrupe Hueinahue Pollux Frio Caro Monreal

Llancahue 0,00 0,00 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00 0,13 0,00
Cay - CC 0,479 0,55 0,37 0,11 0,59 0,57 099 0,46 0,77
Llanquihue 0,442 -0,044 0,99 0,05 0,99 0,43 099 0,62 0,68
Enco 0,266 -0,007 -0,057 0,04 0,99 00 0,76 0,77 0,44
Calcurrupe 0,532 0,070 0,120 0,141 0,06 0,12 0,28 0,02 0,13
Hueinahue 0,353 -0,016 -0,086 -0,078 0,149 0,21 0,66 0,66 0,38
Pollux 0,656 -0,049 -0,004 0,056 0,088 0,065 0,60 0,18 0,99
Frio 0,517 -0,083 -0,112 -0,069 0,077 -0,092 -0,057 0,58 0,99
Caro 0,206 0,058 -0,023 -0,069 0,212 -0,092 0,201 -0,008 0,23
Monreal 0,616 -0,067 -0,047 0,011 0,078 0,009 -0,086 -0,094 0,132
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Figura 3. Escalamiento multidimensional (MDS) a partir de distancias genéticas (Fsrt
pareado del gen COIl) entre poblaciones de trucha arcoiris. Los sitios de muestreo o
poblaciones representadas corresponden a

Llancahue (1), Cayumapu-Calle-Calle (cc), Llanquihue (LL), Enco (re), Calcurrupe (rc), Hueinahue
(rh), Pollux (Ip), Frio (If), Caro (Ic), Monreal (Im).

6.3 Relaciones haplotipicas

En las redes de haplotipos se identifican dos haplotipos de alta frecuencia (Figura
4). En total 61 individuos tienen el haplotipo 1 y 46 el haplotipo 2. El haplotipo 1 esta
presente en todas las localidades aunque con baja frecuencia en Llancahue, mientras el
haplotipo 2 esta presente en todas las localidades excepto en Calcurrupe (Figura 2, Figura
4). A partir de estos haplotipos surgen nuevos haplotipos de baja frecuencia exclusivos de
tres localidades (Cayumapu-Calle-calle, Calcurrupe y Enco). La localidad que muestra
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mayor diversidad haplotipica es Calcurrupe con 3 haplotipos Unicos, distantes entre uno y

dos pasos mutacionales del haplotipo 1.

Con respecto a la diversidad genética encontrada en Chile versus otras partes del
mundo, se realiz6 un nuevo analisis de redes de haplotipos y el resultado es mostrado en la
Figura 5. Como fue mencionado, se obtuvo un total de 156 secuencias de COIl desde
GenBank, que corresponden a: 17 individuos de Europa, 130 de América del norte, 3 de
Africa, 5 de Asia, 1 de Oceania. Como se observa los haplotipos mas frecuentes en Chile
(H_1y H_2), estan presentes en otras partes del mundo con alta frecuencia, situacion que
sugiere que ambos haplotipos corresponden a haplotipos ancestrales dentro de la especie.
Ademas se identifican un alto nimero de haplotipos exclusivos de localidades de América
del norte (H_10, H_11, H_12, H 13, H_14, H_ 15, H 16, H_17 y H_18) y también
haplotipos exclusivos de Chile (H_3, H_ 4, H 5, H 6 y H_7) demostrando la presencia de
nuevas variantes genéticas para la especie exclusivas de Chile. La diversidad genética
global estimada para el conjunto completo de datos fue de He= 0,55, el nimero de sitios
polimorficos S=7 y el nimero de haplotipos fue de Nhap=7.

Los analisis de neutralidad mostraron un valor de D= 0,418 (p= 0,685) y para Fs =
0,498 (p= 0,486), surgiendo que las poblaciones analizadas estan bajo equilibrio deriva

mutacion y en crecimiento constante.
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Figura 4. Red de Median joining para haplotipos del gen COI en trucha arcoiris. Las
localidades se encuentran sefialadas por color, el tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de los haplotipos y el largo de las lineas es proporcional a las mutaciones entre
haplotipos conectados por las mismas.
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Figura 5. Red de Median joining para haplotipos del gen COI en trucha arcoiris con datos
obtenidos en este trabajo (Chile) y datos obtenidos desde la base de datos de Genbank
(Benson et al., 2013). El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de los
haplotipos y el largo de las lineas es proporcional a las mutaciones entre haplotipos
conectados por las mismas.
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7. DISCUSION

Este estudio muestra el primer andlisis filogeografico de las poblaciones
naturalizadas de trucha arcoiris en Chile. La trucha arcoiris es considerado como uno de los
peces de agua dulce mas comun en nuestro pais, y por lo tanto, tiene una historia de
introduccion y de invasion mas larga en aguas chilenas que cualquier otra especie de
salménido (Wetzlar, 1979; Arismendi et al., 2014). Andlisis de las secuencias de los
haplotipos mitocondriales de trucha arcoiris en las regiones de Los Rios y Aysén, muestran
la presencia de dos haplotipos de alta frecuencia presentes en todos los rios analizados,
sugiriendo que corresponden a haplotipos ancestrales provenientes de las regiones nativas
(Figura 2). Por otro lado, nuestros resultados muestran patrones de diversidad genética
diferentes entre las dos regiones estudiadas. Primero, para la region de Los Rios, donde se
analizaron individuos provenientes de seis rios se encontrd una diversidad genética total de
He= 0,60 con 7 sitios polimérficos (S) y un total de 7 haplotipos (Tabla 1), de los cuales 5
son exclusivos de la region. Segundo, para la region de Aysén, donde se analizaron
individuos provenientes de 4 lagos, se encontré una diversidad genética He= 0,47, 1 sitio

polimorfico (S) y 2 haplotipos (Tabla 1).

Aungue no existe un registro certero de las fechas y lugares de introduccion de
salmoénidos en Chile, se ha documentado que la introduccion de trucha arcoiris en la region
de Los Rios se inicia en 1907 aproximadamente, cuando 30.000 truchas juveniles fueron
liberadas desde Santiago, en el rio Calle-Calle, Valdivia (Golusda, 1907; Arismendi et al.,
2014). Posteriormente, entre 1940-1960 cerca de 10.000 truchas juveniles fueron liberadas
en rios y lagos del centro sur de Chile (Arismendi et al., 2014). En la region de Aysén, las
introducciones se iniciaron por primera vez en 1968, cuando 78.000 truchas arcoiris fueron
liberadas en Lago Pollux (Sakai, 1989; citado en Correa et al., 2012). Esta especie se
establecio y se propagé répidamente (de forma natural o artificial) para colonizar la
mayoria de los lagos de la region (Correa et al., 2012). Por otro lado, la ausencia de
estructuracion genética en la region de Aysén puede deberse a que las primeras
introducciones de trucha arcoiris en esta region fueron casi 70 afios después que las

primeras introducciones en la region de los Rios. Por lo que comparativamente, su
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introduccion es reciente y un origen reciente puede haber impedido el desarrollo de
poblaciones adaptadas localmente. Ademas los lagos estudiados no tienen, ni conectan con
pisciculturas. Esta informacion nos permite sugerir que en la region de Los Rios hay mayor
diversidad genética que en la region de Aysén, debido a que ha transcurrido mas tiempo
desde las primeras introducciones, lo que se traduce en un mayor nimero de generaciones
desde la poblacion ancestral, permitiendo la ocurrencia de mutaciones Unicas a estas nuevas
poblaciones. Aunque esto pudiera no estar bien reflejado debido a que COI es un marcador
conservado y a pesar de que ha transcurrido un tiempo considerable desde las primeras

introducciones, podria no ser suficiente para mostrar tal variacion.

Otra posible explicacion es que en Aysén, debido a que los escapes son mas
frecuentes (Consuegra et al., 2011), no se ha podido establecer una poblacion con identidad
genética propia a causa de las continuas hibridizaciones con los haplotipos ancestrales que
se encontrarian en las salmoneras. Sin embargo, esta opcion podria ser no tan factible
debido a que los lagos estudiados no tienen conexién actual con centros de cultivo, por lo
que es poco probable que los peces escapados de pisciculturas lleguen hasta esos cuerpos

de agua a reproducirse con las poblaciones que alli habitan.

Se ha demostrado que poblaciones aisladas de trucha arcoiris no-anadromas
(residentes) pueden ocurrir en simpatria con poblaciones de truchas anadromas con libre
acceso al océano (Currens, 1990). Esta informacidén nos permite elucubrar que la mayor
diversidad genética encontrada en la region de Los Rios, en Cayumapu-Calle-Calle
particularmente, puede deberse a la reproduccién de truchas anadromas con truchas
residentes, ya que estos rios tienen libre conexién con el océano. No obstante, para probar
esto, seria necesario realizar estudios que comprueben la existencia de truchas arcoiris

anadromas en la region.

Gran parte de las secuencias del gen COIl extraidas desde GenBank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), corresponden a secuencias de trucha arcoiris de
seis estados de Estados Unidos (Alaska, Washington, Oregon, Idaho, Utah y California) y
fueron utilizadas en la publicacién de Rasmussen et al. (2009). En su estudio encontré que
casi la mitad de los individuos de O. mykiss secuenciados compartieron un haplotipo

(HAP54) que se detectd en todos los estados, y que en el presente estudio corresponde al
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haplotipo 2 (Figura 5). Por otro lado, Rasmussen et al. (2009) detecté 11 haplotipos Unicos
en Washington, Oregon, Idaho o California. Lo anterior coincide con este estudio, por
cuanto nosotros encontramos 5 haplotipos Unicos para individuos de O. mykiss que habitan
las localidades de la region de Los Rios (Figura 2, Cayumapu-Calle-Calle, Enco y

Calcurrupe).

Contrario a lo esperado, se encontraron haplotipos Unicos de nuestro pais en los rios
Cayumapu-Calle-Calle, Enco y Calcurrupe. Estos haplotipos Unicos pueden haber surgido
debido a adaptaciones locales al ambiente, en méas de un siglo desde su introduccion. Otro
factor a considerar, es la hibridacion de las truchas salvajes con peces escapados de
pisciculturas, ya que como sugiere Consuegra et al. (2011) estos entran en los rios para
desovar y ademas contribuyen de manera significativa a la diversidad genética de las
poblaciones. A pesar de que en las localidades estudiadas no existen instalaciones de
centros de cultivo, los rios se conectan de alguna forma con cuerpos de agua en los que se
encuentran pisciculturas produciendo ovas, alevines y smolt de trucha arcoiris. Un caso es
el del rio Calcurrupe, el cual es afluente del lago Ranco. En este lago desembocan los rios
Iculpe y Pitrefio, en los que se encuentran las pisciculturas Iculpe S.A y Caleta Bay S.A.,
respectivamente. Otro caso es el del rio Calle-Calle que al llegar a la cuidad de Valdivia,
pasa a llamarse rio Valdivia, donde se encuentra la piscicultura Aquasan S.A. Por otro lado
la ausencia de estructuracion genética en la region de Aysén puede deberse a que las
primeras introducciones de trucha arcoiris en esta region, fueron en el afio 1968, casi 70
afios después que las primeras introducciones en la regién de Los Rios. Por lo que
comparativamente, su introduccion es reciente y un origen reciente puede haber impedido
el desarrollo de poblaciones adaptadas localmente. Ademas los lagos estudiados no tienen,

ni conectan con pisciculturas.

Valores de distancia genetica indican que la mayoria de las poblaciones se
encuentran en una estrecha relacion genética, salvo por el rio Llancahue que presenta una
relacién genética mas distante (Figura 3). Lo que podria ser explicado debido a que este rio
nace de los faldeos del volcan Villarrica y no tiene conexion con otros cuerpos de agua,
hasta encontrarse con el rio Pellaifa, donde continta su recorrido bajo ese nombre. Por lo

que estos cambios pueden haberse producido como resultado de efectos fundadores,
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promoviendo la deriva génica, o debido al restringido flujo de genes causado por el

aislamiento fisico del cuerpo de agua dulce (Gajardo et al., 1998).

El andlisis de la subunidad | del gen mitocondrial COI evidencia una diversidad
genética (Tabla 1) y diversidad nucleotidica (Tabla 1) dentro del rango reportado en
trabajos previos para la trucha arcoiris. Por ejemplo, Nielsen et al. (1997) estudio trucha
arcoiris utilizando la regién control o Dloop del genoma mitocondrial como marcador
genético y detect6 una diversidad haplotipica de 0,57 y diversidad nucleotidica de 0,014 en
poblaciones de California y México. Posteriormente, Rasmussen et al (2009) estudid
poblaciones de trucha arcoiris desde Alaska hasta California, analizando 219 secuencias
utilizando el gen COIl y obtuvo una diversidad genética de 0,781 y una diversidad
nucleotidica de 0,016. Més recientemente, Martsikalis et al. (2014) realizd un estudio
utilizando un ensayo de PCR-RFLP que abarc6 5500 bp del genoma mitocondrial en trucha
arcoiris provenientes de cultivos de Grecia y detecté una diversidad genética que va desde
0,71 a 0,87 y una diversidad nucleotidica desde 0,18 a 0,36.

El marcador mitocondrial COI corresponde a una region del ADN mitocondrial que
codifica para la enzima Citocromo Oxidasa |. Esta region ha sido utilizada con éxito en
trazabilidad de especies, porque generalmente muestra una considerable divergencia entre
especies, lo que permite la diferenciacion de especies (Rasmussen et al., 2009). Sin
embargo, también ha sido frecuentemente usado en estudios filogeograficos debido a la
carencia de recombinacion en el genoma mitocondrial (Hare et al., 2001), y a que el tamafio
efectivo poblacional para los genes mitocondriales es cuatro veces mas bajo que en
genomas nucleares, enfatizando cualquier efecto de deriva genética o patrones de
aislamiento por distancia (Diaz-Almeda et al., 2004) . También, al ser un fragmento que
permite su facil amplificacion, dada la existencia de partidores universales como los
utilizados en esta tesis (Folmer et al. 1994), facilitan la comparacion con otras especies. Un
rapido analisis en la base de datos de GenBank revelo que al dia de hoy (enero 2015)
existen 967.551 secuencias nucletidicas disponibles para cualquier especie, de las cuales
77.014 corresponden a peces y de éstas, 1.620 son secuencias de individuos que pertenecen
a alguna especie salmonidea y 1.061 son de alguna de las 17 especies de Oncorhynchus y
273 son secuencias de individuos de la especie O. mykiss.
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Las actuales tecnologias para la secuenciacion, permiten que cada vez se puedan
estudiar fragmentos mas largos del genoma. El presente estudio es una primera mirada a la
evolucion de las poblaciones naturalizadas de trucha arcoiris en Chile e indudablemente
quedan aun preguntas por resolver como por ejemplo: (Qué sabemos sobre las bases
genéticas de la adaptacion de estas poblaciones? O por ejemplo, (Cdémo sabremos si los
linajes genéticos Unicos detectados en esta tesis estdn adaptados al ambiente o si
responderan al cambio global? Lo anterior podria ser aproximado mediante el uso de
marcadores genéticos de ultima generacion como los EST-ssr (0 microsatélites ligados a
genes) o mediante analisis de genomas completos usando una aproximacion de genome
wide asociation (Luikart et al. 2003). Sin embargo, todas estas preguntas requieren una
primera caracterizacion de la diversidad genética en un contexto espacial y esta tesis
constituye un avance en esa materia. Sera necesario ampliar el rango geografico de estudio
y por supuesto seria muy interesante incluir aquellas zonas donde se realizaron las primeras
introducciones en Chile durante el siglo XX, como por ejemplo la piscicultura de Rio
Blanco en la region de Valpariso.

7.1 Implicancias para el manejo y conservacion de la especie

Dentro de la normativa legal vigente para regular la pesca recreativa en Chile,
destaca la Ley de Pesca Recreativa n° 20.256. En esta ley se establecen las medidas de
conservacion de especies hidrobioldgicas de interés en la pesca recreativa (donde se incluye
a 0. mykiss) como, limites diarios de captura por pescador, talla 0 peso maximo permitido
en la captura, prohibicion de captura en areas vulnerables, establecimiento del metodo de
pesca con devolucion, ademéas de medidas de repoblamiento y siembra y planes de manejo.
Sin embargo, dentro de los contenidos minimos exigidos por la ley para los planes de
manejo, no se incluyen medidas para la mantencién de la diversidad genética, siendo que es
un objetivo importante de la mayoria de los planes de conservacion de especies (Meffe y
Carroll 1994).

La principal carencia en el disefio y elaboracion de estrategias de conservacion y

manejo para la trucha arcoiris, es el vacio que existe en la informacion sobre la estructura
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filogeogréafica de la especie. Con informacion como la entregada en esta tesis, se podrian
elaborar planes de manejo que, junto a una buena administracion y politicas adecuadas,
podrian lograr que nuestro pais explote todo el potencial que tiene para el desarrollo de la
pesca deportiva, pudiendo incrementar sus ingresos en mas de 1000% debido a este
deporte.

Para la pesca deportiva, es importante que existan haplotipos Unicos, como los
encontrados en esta tesis, ya que aportan de manera significativa a la diversidad genética de
las poblaciones y por lo tanto a su respuesta frente a perturbaciones. La importancia de
mantener la diversidad genética en el manejo y conservacion de las especies, se debe a que
organismos con mayor diversidad genética responden de mejor forma a las presiones
selectivas (Reed y Frankham, 2003), sean naturales como, por ejemplo, el cambio climatico

o artificiales como la degradacién y contaminacion ambiental, la explotacion, etc.
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