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RESUMEN EJECUTIVO

El presente documento constituye el Informe Final del proyecto FIPA 2023-01 “Caracterizacion y
evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas, etapa 1: Fiordo Reloncavi y
comunas de Hualaihué y Castro”, informe que contiene todos los resultados de los objetivos
especificos 1, 2, 3y 4 consignados en las Bases Técnicas del proyecto.

Como primera actividad se presentd el proyecto a la contraparte técnica de la Subsecretaria de Pesca,
con la finalidad de presentar el plan de trabajo, metodologias y procedimientos para el desarrollo del
proyecto.

Para el cumplimiento del objetivo especifico N°1 Identificar los principales bancos naturales del fiordo
Reloncaviy comunas de Hualaihué y Castro, se realizo una revision bibliografica de la especie, estado
del arte, y se obtuvo informacion para evaluar los factores que afectan la persistencia de los bancos
naturales que abastecen a la mitilicultura, especialmente su renovacion a través del asentamiento y el
reclutamiento en bancos naturales, complementando la busqueda de articulos cientificos con la
recopilacion de informacion de las bases de datos de los programa de, Seguimiento de Pesquerias
Bentdnicas, b) Seguimiento Pesquerias Bajo Régimen de Areas de Manejo (AMERB), ¢) Monitoreo y
vigilancia sobre la disponibilidad larval de mitilidos para la sustentabilidad de la actividad de acuicultura
en la zona sur austral de Chile, d) Tesis y otros reportes. Esta informacion fue complementada con
datos de abastecimiento de semillas de M. chilensis reportada por los productores a Sernapesca, lo
que permitié elaborar un gréfico de las principales comunas que aportan con semillas y mapas que
indican el flujo de semillas entre las comunas de la region de Los Lagos entre 1995 y 2024. Este flujo
sugiere una alta mezcla de las poblaciones de M. chilensis en los dltimos 30 afios.

A partir de las estructuras de tallas de AMERB y evaluaciones directas, se realizo un estudio de
cohortes para la identificacion de reclutas y se evalué un modelo de crecimiento de Mytilus chilensis
para el Fiordo Reloncavi y Hualaihué. Estos resultados indican que las curvas de crecimiento de M.
chilensis en bancos naturales del Fiordo Reloncavi y Hualaihué son distintas. Aunque en ambos sitios
se identificaron un total de 6 clases de edad. En el Fiordo Reloncavi los choritos alcanzarian tamafios
levemente mayores que en Hualaihué, lo que podria estar asociado a la presencia del caracol
carnivoro Acathina monodon. M. chilensis en bancos naturales alcanzarian talla reproductiva entre 2
y 3 afos de edad.

Para la seleccion de sitios de muestreo del objetivo 2, en el objetivo 1 se elabord un resumen con la
disponibilidad de informacion de bancos, para la identificacion y caracterizacion de areas de mayor y
menor concentracion de mitilidos en el area de estudio. Esto fue presentado a la contraparte técnica
y se propuso: i) Fiordo Reloncavi, 16 estaciones posibles, doce de los cuales han sido muestreados
en 2003, 2013, 2015, 2020 y 2022 por distintos proyectos; ii) comuna de Hualaihué, se propusieron
16 estaciones posibles de muestreo, distribuidas en base a una campafia de muestreo realizada en
2020 en la zona e informacion del proyecto FIPA 2005-18; iii) comuna de Castro (donde no se poseia
informacion), se realizé una prospeccion en el Estero Castro y Canal Lemuy, identificando los sectores
de Rauco, Nercon, Chafiihué y Yutui.
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Para el desarrollo del objetivo especifico N°2, como primera actividad se efectud un taller para la
discusion de la metodologia propuesta y utilizada para la recoleccion de imagenes, recibiendo las
recomendaciones y sugerencias, y adaptandolas para la obtencion de las muestras. Las campaiias
de monitoreo para la recoleccion de informacion fueron realizadas durante los meses de agosto,
septiembre y octubre en el Fiordo Reloncavi, en las comunas de Hualaihué y en Estero Castro
respectivamente. Para la evaluacion del estado general de los bancos naturales en Fiordo Reloncavi
se muestrearon 15 estaciones de 5 transectos cada una, mientras que en la comuna de Hualaihue, se
monitorearon 16 estaciones con un total de 79 transectos. Finalmente, en la comuna de Castro se
realiz6 un total de 53 transectos en 5 estaciones de muestreo. El procesamiento de todos los videos
fue logrado y toda la informacion fue digitalizada. De esta forma, se presentan los principales
resultados relativos a la distribucion y abundancia de especies de mitilidos y fauna acompafiante en
las tres zonas de estudio. Aunque la densidad promedio de M. chilensis fue menor en fiordo Reloncavi
que en la comuna de Hualaihué, dado el estrecho rango de distribucion (restringido al intermareal en
Hualaihué), la biomasa promedio y la biomasa desovante por estacion es mas del doble en fiordo
Reloncavi. La restriccion de la distribucion en el intermareal de M. chilensis en Hualaihué y Castro
estd asociada a la profundidad de la haloclina, que en Hualaihué tiene solo alrededor de 1-2 m,
mientras en Castro no es perceptible.

Alo largo de la mayor parte del fiordo Reloncavi (excepto en playas) se observo M. chilensis y A. atra,
con escasa presencia de P. purpuratus. Los cinturones de M. chilensis se distribuyeron entre el
intermareal y entre 4 a 5 m del submareal. Ademas, se identificaron y cuantificaron individuos de la
clase Equinodermata, Mollusca, Actiniaria y Cirripedia, donde destacan erizos, crepipatella y estrellas
de mar. Se destaca la distribucion de la anemona invasora Metridium senile, en la mayor parte de las
estaciones.

En Hualaihué el cinturdn de M. chilensis solo se registro en el intermareal, con tendencia a ser escasos
en el limite intermareal inferior. Aulacomya atra se registro desde el intermareal inferior hasta 10 m de
profundidad. Perumytilus purpuratus estuvo presente en la mayor parte de las estaciones, mas
predominante en el intermareal superior. En Hualaihué M. senile fue frecuente en practicamente todas
las estaciones desde el intermareal inferior hacia mayor profundidad. Finalmente, en Estero Castro,
predominaron las especies C. chorus, M. chilensis y P. purpuratus, sin registro de M. senile.

En el objetivo especifico 3, los morfos identificados en las tres zonas estudiadas (desde el muestreo
en el objetivo 2) (f. Reloncavi, Hualaihué y Castro), siguiendo el patron morfolégico de Mytilus edulis,
M. galloprovincialis, M. trosulus y M. chilensis, fueron analizados a través de analisis de ADN
Mitocondrial y mediante PCR-High resolution Melting (HRM). A partir del andlisis HRM para el gen de
la proteina de adhesion (FP) y de secuenciacion de ADN del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa |
(COI) fue posible identificar de forma adecuada las eventuales especies del género Mytilus presentes
en los bancos naturales de diferentes estaciones en tres zonas estudiadas. Solo se encontro la
presencia de M. chilensis, sin registro de otras especies del género Mytilus y tampoco la presencia de
hibridos entre especies.

Se puede indicar que el uso del marcador universal, ya utilizado en el DNA barcoding de las especies
marinas, el gen mitocondrial Citocromo oxidasa | (COIl) es el marcador adecuado para corroborar la
identificacion de la especie Mytilus chilensis.
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Por otro lado, al comparar los individuos de las diferentes zonas mareales estudiadas en el Fiordo
Reloncavi, se observo diferencias entre ellas, la que es explicada por la diferenciacion de la zona
intermareal, con relacion a las otras dos zonas analizadas. Este patron se mantiene igual cuando
ademas se agrega los datos de las muestras (sélo intermareales) de Estero Castro y Hualaihué. Esta
mayor diferenciacion debe ser explicada principalmente por la mayor diversidad genética observada
en las muestras submareales. Estudios preliminares que comparan zonas mareales han establecido
diferenciacion genética entre zonas mareales, lo cual fue explicado por un posible proceso de
seleccion diferencial entre intermareal y submareal.

Para el cumplimiento del objetivo especifico 4 se realizo el primer estudio en evaluar la variabilidad
genomica de poblaciones de M. chilensis utilizando una aproximacion de resecuenciacion de genoma
completo. Los analisis estadisticos implementados para estimar estructura poblacional en M. chilensis
no permitieron diferenciar claramente agrupaciones segun la distribucion geografica de las estaciones
de recoleccion identificadas como bancos naturales. Es probable que la alta homogeneidad genética
a nivel poblacional derivado de la traslocacion de semillas entre Reloncavi, Castro y Hualaihué,
consistente con lo descrito en el objetivo especifico 1, genera dificultad en los modelos implementados
como Admixture. Esto especialmente, cuando los andlisis son realizados sobre el genoma completo
de M. chilensis, incluyendo regiones tanto intronicas como exonicas.

La estrategia generada para identificar y analizar la estructura genética de M. chilensis utilizando solo
las variantes polimorficas en regiones exonicas, permitid evidenciar un patrén de agrupacion
poblacional entre Castro-Chafiihué-Yutuy con Reloncavi-Llaguepe. Por otra parte, los datos sugieren
que Hualaihué (Puntilla Quillon-Llancahué) estaria méas relacionado con el sector de Reloncavi-
Rollizo. Asimismo, los datos sugieren que existiria un flujo genético entre Hualaihué y Castro.

Los datos de estimacion funcional utilizando el genoma de M. chilensis evidencian que los SNPs
identificados diferencialmente entre las poblaciones, anotan para procesos bioldgicos y funciones
moleculares distintas. Este hecho permite sugerir la existencia de SNPs fijados a nivel local, lo que
permitiria hipotetizar asociaciones genomicas de adaptacion local. Proponiendo un nuevo panel de
SNPs mediante HRM para su evaluacion en la identificacion de semillas de M. chilensis con fines de
trazabilidad genética.

Finalmente, en coordinacion con el FIPA y la contraparte técnica de la Subsecretaria de Pesca y
Acuicultura, se llevd a cabo el Taller Final de Presentacion de Resultados d. Este evento se realizo el
4 de diciembre de 2024 en un formato hibrido: de manera presencial en la ciudad de Castro y con
transmision en vivo a través de la plataforma Zoom. Las principales conclusiones, nomina de
participantes y el acta correspondiente se encuentran disponibles en el Anexo N°5, mientras que el
registro audiovisual completo del taller puede ser consultado en YouTube en el canal del Programa de
Investigacion Pesquera de la Universidad Austral de Chile (UACh) Sede Puerto Montt
(http://www.youtube.com/@ProgramalnvestigacionPesquera) a través de los siguientes enlaces
https://youtu.be/A5Pt1LITeAq y https://youtu.be/ZBF2IVME-8.
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EXECUTIVE SUMMARY

This document constitutes the Final Report for the FIPA 2023-01 project "Characterization and
ecological and genetic evaluation of natural mussel beds and their contribution to larval availability for
seed collection activities, Phase 1: Reloncavi Fjord and the municipalities of Hualaihué and Castro."
The report includes all results corresponding to specific objectives 1, 2, 3, and 4 as outlined in the
project’s Technical Specifications.

The first activity involved presenting the project to the technical counterpart at the Subsecretary of
Fisheries to share the work plan, methodologies, and procedures for project development.

To meet Specific Objective 1, "Identify the main natural mussel beds in Reloncavi Fjord and the
municipalities of Hualaihué and Castro," a literature review was conducted on the species and the state
of the art, and information was gathered to evaluate factors affecting the persistence of the natural
beds that supply mussel farming, particularly their renewal through settlement and recruitment. This
search was supplemented by data from various monitoring programs, including a) Benthic Fisheries
Monitoring, b) Fisheries Monitoring Under Management Area Regimes (AMERB), ¢) Monitoring and
Surveillance of Larval Availability for Sustainable Aquaculture in Southern Chile, d) theses and other
reports. This information was complemented with seed supply data for M. chilensis reported by
producers to Sernapesca, allowing the creation of a chart showing the main municipalities contributing
seeds and maps depicting seed flows between municipalities in the Los Lagos region from 1995 to
2024. This flow suggests a high degree of mixing among M. chilensis populations over the past 30
years.

Using AMERB size structure data and direct evaluations, a cohort study was conducted to identify
recruits and evaluate a growth model for Mytilus chilensis in Reloncavi Fjord and Hualaihué. Results
show that growth curves for M. chilensis in natural beds at both locations differ, although six age classes
were identified at both sites. Mussels in Reloncavi Fjord are expected to grow slightly larger than in
Hualaihué, possibly due to the presence of the carnivorous snail Acathina monodon. Natural mussel
beds in both areas reach reproductive size between 2 and 3 years of age.

For the selection of sampling sites under Objective 2, a summary was prepared based on available
information about mussel beds to identify and characterize areas of higher and lower mussel
concentrations within the study area. This was presented to the technical counterpart, and the following
proposal was made: i) Reloncavi Fjord, with 16 potential stations, twelve of which were sampled in
2003, 2013, 2015, 2020, and 2022 by different projects; ii) Hualaihué, with 16 proposed sampling
stations based on a 2020 sampling campaign and data from the FIPA 2005-18 project; iii) Castro,
where no prior information existed, a survey was conducted in Estero Castro and Canal Lemuy,
identifying sectors in Rauco, Nercon, Chafiihué, and Yutui.

For Specific Objective 2, the first activity involved holding a workshop to discuss the proposed
methodology for image collection, incorporating recommendations and suggestions, and adapting them
to the sampling process. Monitoring campaigns to collect data were conducted in August, September,
and October in Reloncavi Fjord, Hualaihué, and Estero Castro. In Reloncavi Fjord, 15 stations were
sampled with 5 transects per station, while in Hualaihué, 16 stations with 79 transects were monitored.
In Castro, a total of 53 transects were conducted at 5 sampling stations. All video footage was
processed and digitalized. The main results regarding the distribution and abundance of mussel
species and associated fauna in the three study areas are presented. Although the average density of
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M. chilensis was lower in Reloncavi Fjord than in Hualaihué (due to the narrow distribution range
restricted to the intertidal zone in Hualaihué), the average biomass and spawning biomass per station
were more than double in Reloncavi Fjord. The restricted distribution of M. chilensis in the intertidal
zones of Hualaihué and Castro is associated with the depth of the halocline, which is only about 1-2
meters in Hualaihué, while it is not perceptible in Castro.
Throughout most of Reloncavi Fjord (except in beaches), M. chilensis and A. atra were observed, with
minimal presence of P. purpuratus. Mussel beds were distributed from the intertidal zone to about 4-5
meters subtidally. Additionally, individuals from the classes Echinodermata, Mollusca, Actiniaria, and
Cirripedia were identified and quantified, including sea urchins, Crepipatella, and starfish. The invasive
anemone Metridium senile was distributed in most stations.
In Hualaihué, M. chilensis was only found in the intertidal zone, with lower densities at the lower
intertidal limit. Aulacomya atra was found from the lower intertidal to 10 meters deep. Perumytilus
purpuratus was present at most stations, being more prevalent in the upper intertidal zone. In
Hualaihué, M. senile was common in nearly all stations from the lower intertidal to greater depths. In
Estero Castro, the dominant species were C. chorus, M. chilensis, and P. purpuratus, with no records
of M. senile.
For Specific Objective 3, the morphotypes identified in the three study areas (Reloncavi Fjord,
Hualaihué, and Castro) were analyzed through mitochondrial DNA analysis and PCR-High Resolution
Melting (HRM). From HRM analysis of the adhesion protein gene (FP) and mitochondrial Cytochrome
Oxidase | (COIl) sequencing, it was possible to accurately identify the species of Mytilus present in
natural beds across various stations. Only M. chilensis was identified, with no other Mytilus species or
hybrids present.
The use of the universal marker, COI, widely employed in DNA barcoding of marine species, was
confirmed as the appropriate marker for identifying Mytilus chilensis.
Additionally, when comparing individuals from different intertidal zones in Reloncavi Fjord, differences
were observed, likely due to the intertidal zone's differentiation compared to the other two analyzed
zones. This pattern remained when only intertidal samples from Estero Castro and Hualaihué were
added. The greater differentiation is attributed to the higher genetic diversity observed in subtidal
samples. Preliminary studies comparing intertidal zones have shown genetic differentiation, likely due
to differential selection between intertidal and subtidal zones.
For Specific Objective 4, the first study evaluating genomic variability in M. chilensis populations using
whole-genome resequencing was conducted. Statistical analyses to estimate population structure in
M. chilensis did not clearly distinguish groupings based on the geographic distribution of the sampling
stations identified as natural mussel beds. High genetic homogeneity across populations, likely
resulting from the translocation of seeds between Reloncavi, Castro, and Hualaihué (as described in
Objective 1), may have contributed to challenges in differentiation models, such as Admixture,
especially when analyses were based on the entire M. chilensis genome, including both intronic and
exonic regions.
The strategy of focusing only on polymorphic variants in exonic regions of the genome enabled the
identification of a population clustering pattern between Castro-Chafihue-Yutuy and Reloncavi-
Llaguepe. Furthermore, the data suggest that Hualaihué (Puntilla Quillon-Llancahué) is more closely
related to the Reloncavi-Rollizo sector, and that there may be gene flow between Hualaihué and
Castro.
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Functional estimation data using the M. chilensis genome reveal that differentially identified SNPs
between populations are linked to distinct biological processes and molecular functions. This supports
the hypothesis of locally fixed SNPs, suggesting possible genomic associations for local adaptation. A
new SNP panel is proposed for HRM-based evaluation to assist in the genetic traceability of M.
chilensis seeds.

Finally, in coordination with the FIPA and the technical counterpart from the Undersecretariat of
Fisheries and Aquaculture, the Final Workshop for the Presentation of Results was held. This event
took place on December 4, 2024, in a hybrid format: in-person in the city of Castro and with a live
broadcast via the Zoom platform. The main conclusions, participant list, and the corresponding minutes
are available in Annex No. 5, while the complete audiovisual recording of the workshop can be
accessed on YouTube on the channel of the Fisheries Research Program at the Universidad Austral
de Chile (UACh) Puerto Montt Campus (http://www.youtube.com/@ProgramalnvestigacionPesquera)
through the following links: https://youtu.be/ASPt1LITeAq and https://youtu.be/ZBF2IVME-f8."
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Figura 1.10. Ubicacion geografica de las estaciones de muestreo del programa de monitoreo de
larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP, ubicadas en el Fiordo Reloncavi (Cochamoé y
Yates), comuna de Hualaihué (Hornopirén y Pichicolo) y comuna de Castro (Estero Castro).
Figura 1.11. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna
de agua, abundancia y biomasa fitoplanctonica, grupos dominantes de la biomasa
fitoplanctonica, y abundancia de larvas de mitilidos pre-competentes y competentes,
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1. ANTECEDENTES

La mitilicultura, es una de las actividades acuicolas mas antiguas en Chile, la evaluacion para el cultivo
se inici6 a mediados de los afios 40. Sin embargo, el desarrollo industrial de la actividad se inicié a
fines de los afios 90. Desde entonces, esta actividad ha crecido rapidamente, pasando de 43.213
toneladas el afio 2002 a 332.725 toneladas el afio 2019, posicionando a Chile como el segundo
productor mundial de choritos, después de China, y el primer exportador de este recurso, con mas de
60 mercados de destino.

Gracias a este fuerte crecimiento, la mitilicultura se ha transformado en un importante polo de
desarrollo econdmico y social, principalmente en la Region de Los Lagos, que concentra el 99% de la
produccion. En términos financieros el afio 2019 se exportaron cerca de 76.676 toneladas de choritos
por un valor de US$ 202 millones y se estima que hay alrededor de 600 empresas dedicadas a la
mitilicultura, de las cuales el 89% son PYMES.

El cultivo se basa en 3 especies: el chorito (Mytilus chilensis), que es el de mayor desarrollo, el choro
(Choromytilus chorus) y la cholga (Aulacomya atra).

Sin embargo, los mitilidos poseen un ciclo de vida complejo que alterna una fase larval planctonica y
una fase adulta bentonica, presentan sexos separados que expulsan sus gametos al medio, donde se
produce la fertilizacion, producto de lo cual surge un organismo microscopico nadador de vida
planctonica, que posteriormente se fija a un sustrato donde metamorfosea y pasa a la vida bentonica.
Por este motivo, el proceso de cultivo requiere de dos fases bien distintas: la produccion de semillas
y la engorda.

El proceso de cultivo se inicia con la captacion de semillas desde el medio natural, a partir de la oferta
ambiental de larvas en sectores en los cuales existe una elevada cantidad de larvas en la columna de
agua, principalmente durante el periodo estival, de octubre a abril. Es decir, que la produccion de
mitilidos se sustenta casi exclusivamente en la captacion de larvas desde el medio natural.

JUSTIFICACION

La captacion de semillas del medio natural no ha estado exenta de problemas. Durante la década de
los 80 y 90, la captacion de semillas se realizaba en el mar interior de Chiloé, pero coincidente con el
crecimiento de la mitilicultura la captacion de semillas fue disminuyendo en los sectores tradicionales
y debieron buscarse nuevos sectores. La captacion de semillas comenzo a desarrollarse en los fiordos
cordilleranos de la Region de Los Lagos, especialmente en el estuario del Reloncavi. No obstante, en
2011 hubo una importante disminucion de la captacion de semillas de mitilidos en estos sectores, lo
cual se tradujo en una reduccion de los volumenes cosechados por la industria.

La ausencia de una explicacion cientifica para esta merma en la captacion puso en evidencia las
brechas en el conocimiento respecto a los factores naturales que condicionan la actividad, por lo que
la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura encomendo al Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), En el
marco del Titulo VII de la Ley General de Pesca y Acuicultura ejecutar el Programa de monitoreo y
vigilancia sobre la disponibilidad larval de mitilidos para la sustentabilidad de la actividad de acuicultura
en la zona sur austral de Chile. Desde su implementacion en el afio 2013, el programa de monitoreo
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ha entregado informacion sobre la disponibilidad de larvas de mitilidos, danto cuenta de una gran
variabilidad interanual y por sectores de presencia de larvas (Opazo et al., 2020).

Las causas de esta variabilidad en la disponibilidad de larvas no estan claras, pero una de las
principales interrogantes es el estado de los bancos naturales y si estos tienen un adecuado
reclutamiento, que les permita la sustentabilidad en el tiempo.

Mytilus chilensis, la especie mas cultivada, es una especie endémica (Larrain et al., 2018), que forma
bancos naturales en un estrecho habitat o “cinturones” entre el intermareal y submareal de los fiordos.
Por un lado, el ambiente intermareal se caracteriza por fuerte variacion de temperatura y desecacion,
y, por otra parte, en el caso particular de los fiordos existe un fuerte gradiente de salinidad, con una
capa superficial de agua dulce, mas o menos profunda dependiendo de la marea y las descargas de
los rios.

En este sentido, los bancos de choritos estan limitados por el gradiente salino y la desecacion en la
parte superior y con interacciones como la competencia y la depredacion hacia la parte inferior de su
distribucion. A pesar de la envergadura de la mitilicultura en Chile y de la dependencia de esta actividad
del medio natural, se cuenta con muy poca informacion sobre el estado de los bancos naturales de
mitilidos, el reclutamiento y la renovacion de los mismos, las relaciones de competencia con otras
especies y de la depredacion por otras especies que habitan el intermareal (Molinet et al., 2015).

Un elemento adicional es la presencia de otras especies del género Mytilus, como M. galloprovincialis
en la region del Golfo de Arauco-Bio-Bio (Astorga et al., 2015) y M. edulis (Oyarzin et al., 2016),
también denominado M. platensis (Gaitan-Espitia et al., 2016) en el estrecho de Magallanes. La
hibridacion entre especies del género Mytilus es comin cuando coexisten dos 0 mas especies debido
a la similitud genética entre taxones (Larrain et al., 2019), lo que puede causar efectos no deseados
0 perjudiciales para la industria y/o las poblaciones de mejillones nativos.

Ante la inquietud de la industria mitilicultura por la sustentabilidad y desarrollo a largo plazo del sector,
en 2020 se cre6 una mesa de trabajo publico-privada denominada “Comité para la sustentabilidad de
las semillas de mitilidos”. Este Comité se reunio periodicamente durante el 2020 y 2021 para identificar
las principales brechas de conocimiento y dificultades del sector.

Las principales preocupaciones, en miras de las sustentabilidad de las semillas, son por una parte la
escasa informacion sobre el estado actual de los bancos de mitilidos en las principales areas de
captacion de semillas, cuyos Unicos antecedentes se remontan al proyecto FIPA 2014-57
“Prospeccion y evaluacion de la condicion de bancos naturales de mitilidos en la zona sur-austral”,
versus el esfuerzo de captacion constante desde el medio natural, especialmente considerando que
en la década de los 90 colapso la captacion que se realizaba en la comuna de Quellon.

Por otra parte, la presencia de Mytilus galloprovincialis en los productos que llegan a plantas de
proceso desde la Region de Los Lagos hace suponer la presencia de esta especie exdtica invasora
en los bancos naturales de la region.

A todo lo anterior, se suma una drastica disminucion en la colecta de semillas en la comuna de Castro,
sector tradicional de colecta desde los inicios de esta actividad. Durante la temporada de colecta 2021-
2022, en la comuna de Castro hubo una reduccion del 99% de captacion de semilla en comparacion
al ciclo de captacion 2020-2021 (Segura et al., 2023). Lo que genero que los captadores de semillas
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se reunieran con diferentes autoridades regionales y sectoriales para solicitar que se evalué el estado
de los bancos naturales en ese sector.

En este contexto, el presente proyecto busca, por una parte, conocer el estado de los bancos naturales
de Mytilus chilensis mediante una caracterizacion ecologica y genética, que permita identificar las
diferentes especies de mitilidos presente en los bancos, asi como de los elementos que pudieran estar
afectando la renovacion y sustentabilidad de los mismos, para asi resguardar el capital genético de la
especie endémica Mytilus chilensis, en el fiordo Reloncavi y comuna de Hualaihué que son las
principales zonas de colecta y en el estero Castro, que es una de las zonas méas antiguas y tradicional
de colecta de semillas de mitilidos.

Adicionalmente, se busca desarrollar una herramienta molecular que permita determinar el origen de
las semillas captadas en los sustratos artificiales, con el objeto de tomar medidas que aseguren la
permanencia de estos bancos naturales en el tiempo, de modo de garantizar la sustentabilidad de la
captacion de semillas y la extraccion de este recurso.

Finalmente, este proyecto aporta a los compromisos adquiridos por Chile en el marco de la FAO de
generar informacion para el Plan de accion mundial para la conservacion, la utilizacion sostenible y el
desarrollo de los recursos genéticos acuaticos para la alimentacion y la agricultura y que busca
proteger la diversidad de los recursos genéticos acuaticos (RGA).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Realizar una evaluacion ecologica y genetica de los principales bancos naturales de mitilidos en el
Estuario de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro, y determinar su aporte a la disponibilidad
larval para la actividad de colecta de semillas.

2.2. Objetivos Especificos

1. Identificar los principales bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro.

2. Realizar una evaluacion de estado general de los bancos naturales, considerando
abundancia, cobertura, densidad, biomasa, distribucion vertical, sexos, estructura de tallas y
comunidad asociada, con énfasis en las diferentes especies que pudieran afectar los bancos
de mitilidos.

3. Caracterizar genéticamente los bancos naturales, considerando el gradiente vertical,
mediante marcadores SNP, para apoyar la trazabilidad de las diferentes especies del género
Mytilus presentes en el area de estudio e identificar posibles bancos con poblaciones o
individuos de especies exoticas.

4. Generar una herramienta de secuenciacion masiva que permita establecer y relacionar el
origen geogréfico de los nuevos reclutas en los bancos naturas y de las semillas captadas en
los colectores, respecto de los bancos naturales previamente identificados.
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3. Objetivo Especifico N°1. Identificar los principales bancos naturales de mitilidos en el
Fiordo Reloncavi y comuna de Hualaihué y Castro.

3.1. Antecedentes

El mejillén chileno Mytilus chilensis es la segunda especie mas importante en la acuicultura chilena
con una produccion aproximada de 400.000 t anuales (Molinet et al., 2021a;
http://www.sernapesca.cl/informes/estadisticas), que constituye la mayor exportacion mundial de
mejillon de cultivo (https://amichile.com/quienes-somos-cloned-2635/). La provision de semillas para
esta produccion se obtiene aprovechando el ciclo de vida de esta especie que alterna entre una fase
larvaria planctonica y una fase adulta bentonica (Buzeta et al., 1988; Chaparro y Winter, 1983;
Ramorino y Campos, 1983). Asi, las semillas se capturan en cuerdas de captacion instaladas aledafas
a bancos naturales de M. chilensis, para su posterior traslado a centros de engorda. Esta practica de
cultivo se conoce como acuicultura basada en la captura (Lovatelli y Holthus, 2008)

Las caracteristicas de algunos sistemas estuarinos permiten la distribucion y “aislamiento vertical” del
asentamiento de larvas de M. chilensis en las cuerdas suspendidas (respecto a competidores como
Aulacomya atra), permitiendo a los productores acceder a casi el 100% de semilla de mejillon chileno
en sus cuerdas (Molinet et al., 2021a; Segura et al., 2022). Las poblaciones adultas de mejillon estan,
espacialmente estructuradas en subpoblaciones segun el tipo de habitat y ocupan espacios definidos
en el fondo marino de los estuarios entre el intermareal medio y ~3-20 m de profundidad en la zona
submareal (Viviani, 1979; Molinet et al., 2015; Molinet et al., 2016).

Teniendo en cuenta la distribucion verticalmente estratificada de M. chilensis en los sistemas
estuarinos, Molinet et al. (2015) propusieron este atributo para estudiar los factores que influyen en la
dindmica de contraccion y expansion de las poblaciones y subpoblaciones de mejillones a traves del
gradiente batimétrico y/o intermareal (siguiendo a Orensanz y Jamieson, 1998; Orensanz et al., 2006).

3.2. Metodologia
3.2.1. Revision Bibliogréafica

Requerimiento metodoldgico 5.1.1. de las bases técnicas, “Recopilar, analizar y sistematizar
informacion sobre factores que afectan el desove, reclutamiento y estado de los bancos naturales de
mitilidos”, se aplicaron distintos métodos de recopilacion, considerando las distintas fuentes y motores
de busqueda disponibles.

3.2.1.1.  Fuentes primarias: Publicaciones cientificas

La sistematizacion y clasificacion de la literatura cientifica nacional e internacional sobre factores que
afectan el desove, reclutamiento y estado de bancos naturales de mitilidos implico compilar
informacion desde articulos cientificos publicados en revistas de amplia circulacion, el primer acceso
fue la base de datos de la biblioteca de la Universidad Austral de Chile, la cual tiene acceso a 39.000
titulos de revistas en linea. Entre los que se destaca el acceso consorciado a la BEIC (Biblioteca
Electronica Cientifica Chilena) con mas 5.500 revistas de corriente principal (ACS, Annual Reviews,
NPG, Springer, Wiley Interscience, Oxford University Press, Science Direct), los 771 titulos suscritos
en forma directa que corresponden principalmente a: IEEE, Emerald, American Medical Association,
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American Society for Microbiology Journals, Bioone, Ecological Society of America Journals,
Federation of Animal Science Societies, Biblioteca del Fondo de Investigacion Pesquera y Acuicultura,
etc.

Para el desarrollo metodoldgico de este objetivo se recopilaron antecedentes consultando diversas
fuentes especializadas en ciencias marinas, por ejemplo:

» ASFA Aquatic Sciences and Fisheries Abstracts. ASFA posee una cobertura tematica en
Acuicultura, Organismos acuaticos, contaminacion acuatica, medioambiente.

+ Oceanic Abstracts. Posee una cobertura tematica en oceanografia biologica, ecologia,
oceanografia fisica y quimica, geoquimica, contaminacidn marina, recursos marinos,
navegacion y comunicaciones, derecho maritimo y biologia marina.

+ Science Direct. Posee una cobertura tematica en las areas cientificas, médicas y técnicas.
Science Direct es un servicio electronico de informacion de texto completo, exclusivamente
institucional.

« Scopus. Posee una cobertura tematica en quimica, fisica, matematicas, ingenieria, ciencias
de la vida, ciencia social, psicologia y economia.

+ Biblioteca FIPA

+ Biblioteca IFOP

Para facilitar la bisqueda se eligieron descriptores de inclusion tales como; mitilidos, desove,
reclutamiento y bancos naturales; que se aplicaron automaticamente en el titulo, resumen, palabras
claves y texto en general de las publicaciones contenidas en las bases de datos que se consultaron.
Los descriptores se aplicaron en inglés y espafiol, los que fueron modificados segun los resultados de
la busqueda.

3.2.1.2.  Fuentes secundarias: Proyectos, Informes, Tesis

Este motor de blisqueda se refiere a publicaciones sin comité editorial 0 que no se encuentren
anexadas a bases de datos de revistas cientificas, informes ambientales, resultados de proyectos de
investigacion, tesis, asi como libros recientes sobre la materia y documentos de talleres de trabajo por
parte de grupos de expertos a nivel nacional o internacional. Se utilizaron los mismos descriptores
mencionados anteriormente.

+ Scholar Google. Buscador de bibliografia especializada de la investigacion académica para
un gran numero de disciplinas y fuentes como tesis, libros, resimenes y articulos de editoriales
acadéemicas, sociedades profesionales y universidades.

Para cumplir con el Requerimiento metodoldgico 5.1.2 se recopild, analizo y sistematizd la informacion
de bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro,
considerando tanto publicaciones en revistas cientificas, como informes de proyectos, informes de
seguimiento de AMERB, informes del programa de seguimiento de las principales pesquerias
bentonicas e Informes de banco natural en el contexto de las solicitudes de concesion de acuicultura,
y programa de Monitoreo de larvas de mitilidos.
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Para la actualizacion, recopilacion, analisis y sistematizacion de la informacion historica sobre la
ubicacion y estado de bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y las comunas de
Hualaihué y Castro, se actualizd la revision bibliografica realizada en el FIPA 2014-57, considerando
informes de proyectos de investigacion y de informes elaborados en el contexto de concesiones de
acuicultura.

Adicionalmente, se realizo una recopilacion, analisis y sistematizacion de la informacion disponible de
los programas de seguimiento bentonico, de pesquerias bajo régimen de areas de manejo y de
monitoreo de larvas de mitilidos desarrollado por el Instituto de Fomento Pesquero, solicitando y
realizando un andlisis de sus bases de datos.

3.2.2. Revision de reportes con datos
3.22.1.  Estadisticas de desembarque y acuicultura

Para la recopilacion de la serie de datos de desembarque artesanal y de cosechas desde centros de
cultivos de los principales mitilidos de importancia comercial se descargé y/o digitalizo la informacion
de los anuarios estadisticos de pesca del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura entre los afios
1990 y 2022 (Anuario Estadistico de Pesca), a nivel nacional y de la Region de Los Lagos. Ademas,
se solicitd informacion sobre abastecimiento de semillas por comuna desde 1998 al 2024 al Sistema
Integral  de  Informacion y  Atencion  Ciudadana  (SIAC) de  Sernapesca
(https://www.sernapesca.cl/tramites/sistema-integral-de-informacion-y-atencion-ciudadana-siac/).

3.2.2.2.  Programa de Seguimiento de Pesquerias Bentonicas en el Fiordo
Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

En el proyecto FIPA 2014-57 se solicito la informacion disponible hasta 2013 de las bases de datos
de IFOP y recolectada a través del Programa de Seguimiento Bentonico, la cual entrega informacion
bioldgica pesquera asociada al viaje de pesca, en la cual se registra informacion de captura, esfuerzo,
procedencia y tallas asociadas a la captura, ademas de informacion biolégica que corresponde a
muestreos dirigidos de longitud y peso. En este proyecto se actualizd la informacion considerando la
disponibilidad de informacion hasta el afio 2022, la que fue solicitada via transparencia a través de la
pagina web https://www.ifop.cl/ley-20-285/.

3.2.2.3.  Programa de Seguimiento Pesquerias Bajo Régimen de Areas de Manejo
en el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

De la misma forma que para pesquerias bentdnicas se actualizd la informacion de Areas de Manejo y
Explotacion de Recursos Bentonicos (AMERB) hasta el afio mas recientes de la base de datos de
pesquerias en areas de manejo, en el marco del Programa de Seguimiento de Pesquerias Bajo
Régimen de Areas de Manejo, la cual contiene informacion bioldgica de las evaluaciones directas de
los Estudios de situacion base (ESBA) e informes de seguimientos de las areas de manejo, ademas
de la estructura de talla de la poblacion de cada monitoreo. Esta informacion estuvo disponible hasta
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2011 para el proyecto FIPA 2014-57, por lo que se actualizo la informacion hasta el afio 2019,
considerando que existe un desfase entre la realizacion de los ESBAS y Seguimientos y su ingreso al
sistema, la que fue solicitada via transparencia a través de la pagina web https://www.ifop.cl/ley-20-
285.

3.2.2.4. Programa de monitoreo y vigilancia sobre la disponibilidad larval de
mitilidos para la sustentabilidad de la actividad de acuicultura en la zona sur
austral de Chile en el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

Finalmente se analizo la base de datos sobre el monitoreo de la captacion de semillas de mitilidos en
la zona sur austral de Chile, y en donde se realizan muestreos estacionales con un periodo de
frecuencia alta en primavera verano y de frecuencia baja en otofio invierno, de zooplancton para la
estimacion de la abundancia de larvas y de fitoplancton para la estimacion de biomasa
microfitoplanctonica.

3.2.2.5. Sistematizacién de la informacién

Requerimiento metodoldgico 5.1.3, “Sistematizar la informacion para cada uno de los sectores
muestreados en los estudios previos, indicando objetivo del proyecto, metodologia utilizada y
resultados, incluyendo evolucion en el tiempo en el caso que hubiera mas de un muestreo”.

Se elabord una tabla resumen que sistematiza la informacion de publicaciones y proyectos en cada
uno de los sectores muestreados, y en donde se incluye el nombre del proyecto, objetivos,
metodologia utilizada, principales resultados y su evolucion en el tiempo en el caso que hubiera mas
de un muestreo. Los articulos o informes en formato PDF fueron almacenados y entregados como
resultado en este informe.

3.2.3. Recopilar, analizar y sistematizar la informacion oceanografica y ambiental
disponible, sobre el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro.

Requerimiento metodologico 5.1.4. “Recopilar, analizar y sistematizar la informacion oceanografica y
ambiental disponible, sobre el Fiordo Reloncavi y las comuna de Hualaihué y Castro, de manera de
caracterizar detalladamente cada uno de estos sectores y completar una serie de tiempo de
parametros oceanograficos y meteoroldgicos, de al menos 10 afios, considerando publicaciones en
revistas cientificas, informes de proyectos y programas de monitoreos permanentes como: Monitoreo
de Marea Roja, Monitoreo de larvas de mitilidos, Programa de observacion del ambiente litoral (POAL)
y datos meteoroldgicos y de precipitaciones de la DMC”.
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3.2.3.1.  Recopilacion de informacion ambiental

La informacion ambiental, meteorologica y de precipitaciones se recopild y analizé la informacion
disponible a través del Programa de observacion del ambiente litoral (POAL). La informacion fue
recopilada y sistematizada en cuanto al tipo de pardmetro analizado temporal y espacialmente.

3.23.2.  Catastro de las actividades que se realizan en el borde costero

Requerimiento metodoldgico 5.1.6. “Identificar e inventariar las actividades que se desarrollan en el
borde costero y que pudieran afectar el buen desempefio de los bancos naturales de mitilidos”.

Se realiz6 un catastro de las actividades que se desarrollan en el borde costero del Fiordo de Reloncavi
y las comunas de Hualaihué y Castro, y que pudieran afectar la permanencia del banco natural. Se
identificaron e inventariaron las actividades que se desarrollan en el borde costero y que se encuentran
autorizadas por la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, la cual incluye Concesiones de Acuicultura,
Areas de Manejo, Espacios Marinos Costeros de Pueblos Originarios (EMCPO) y otras concesiones
del uso del borde costero aprobadas por la Autoridad Maritima. También se incluyé la presencia de
cuerpos de agua dulce, la existencia de riles y otras actividades que pudieran tener impacto sobre los
bancos naturales.

3.2.3.3.  Recopilacion de informacion oceanografica

Para la recopilacion de informacion oceanografica se analizo las bases de datos del Programa de
monitoreo Yy vigilancia sobre la disponibilidad larval de mitilidos de IFOP y que cuenta con un total de
12 estaciones en la Region de Los Lagos (estaciones de Cochamo 'y Yates en la zona fiordo Reloncavi,
Hornopirén y Pichicolo, en la comuna de Hualaihué y Estero Castro en la comuna de Castro) (Figura
1.1), y del Programa de manejo y monitoreo de las mareas rojas en el sistema de fiordos y canales de
Chile (Figura 1.2).
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Figura 1.1. Area de estudio de las estaciones donde se monitorean larvas de mitilidos y ademas se
realiza el monitoreo de variables ambientales (perfiles CTD). Los puntos geogréficos en rojo indican
estaciones que se muestrean en frecuencia de ~ 10 dias (primavera- verano) y mensual (otofio-
invierno), mientras que las areas con puntos azules representan las areas que sélo se muestrean en
frecuencia mensual.
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Figura 1.2. Region de Los Lagos: sitios de muestreo del Programa de manejo y monitoreo de las
mareas rojas. Circulos verdes indican los puntos en que se recolectan muestras de plancton y perfiles
de CTD. Circulo verde/rojo y amarillo/rojo indican estaciones donde ademas se recolectan muestras
para andlisis de nutrientes de forma mensual y quincenal respectivamente.
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3.23.4.  Generacion de sistema de informacion geogréafico

Requerimiento metodoldgico 5.1.7. “En base a la informacion recopilada en terreno elaborar mapas
de distribucion de mitilidos para ambas areas geograficas, asi como mapas comparados con la
informacion previa” y requerimiento metodologico 5.1.8. “Generar capas, con la informacion de los
puntos anteriores, compatibles con el SIG de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, de manera que
permita visualizar todos los aspectos antes sefialados”.

Basados en la informacion obtenida del catastro de actividades que se realizan en el borde costero y
la informacion recopilada en terreno, para la caracterizacion del borde costero del Fiordo Reloncavi y
las comunas de Hualaihué y Castro se elabor6 un proyecto en la plataforma de trabajo ArcGis 9.3
compatible con el SIG de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura. EI SIG es un conjunto de algoritmos
que permiten ingresar, almacenar, analizar y desplegar datos geogréficos. La diferencia con otros
softwares radica en SIG maneja variables en las cuales la localizacion geogréfica es fundamental,
asimismo, brindan facilidades para mezclar informacion proveniente de fuentes diversas (datum,
proyecciones, sistemas de referencia) y distintas escalas. El despliegue de esta informacion se realizo
espacialmente.

3.2.4. Analisis de crecimiento de Mytilus chilensis en bancos naturales

Se analizaron los registros de frecuencias de talla de Mytilus chilensis del area de estudio obtenidas
desde las evaluaciones directas de los Estudios de Situacion Base (ESBA) y seguimientos de AMERB
entre los afios 2009 y 2020, y los muestreos realizados por el Programa de Investigacion Pesquera de
la Universidad Austral de Chile en los afios 2013, 2014, 2015, 2020 y 2022 a través de los proyectos
FONDECYT 1130716, FIPA 2014-57 y financiamiento INCAR, (Tabla 1.1). Por el bajo nimero de
muestra para la estructura de talla en la base de datos de AMERB no se analizaron las temporadas
2012-2013 y 2017-2018 en el fiordo Reloncavi y la temporada 2017-2018 en la zona de Hualaihué. En
la comuna de Castro durante el periodo analizado no se registran muestreos de estructura de tallas
que permitan realizar un analisis de crecimiento.

Para el analisis de seguimiento de cohortes y posterior estimacion de crecimiento en bancos naturales,
los datos de frecuencia de talla fueron agrupados anualmente entre mayo y abril de cada afio. Lo
anterior considerando la época de desove e ingreso de reclutas a la poblacion (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Tamafio de muestra y fuente de procedencia por temporada para el analisis de crecimiento
de Mytilus chilensis en bancos naturales. En paréntesis se muestra el nimero de AMERB con datos
disponibles y el nimero de estaciones monitoreadas por el Programa de Investigacion Pesquera de la
Universidad Austral de Chile (UACh).

Tamafio de Muestra
Zona Temporada AMERB
ESBA Seguimiento S

. 2009-2010 2366 (11)
Fiordo

Reloncavi 2010-2011 458 (2) 1773 (7)

2011-2012 1263 (5)
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Tamafio de Muestra
Zona Temporada AMERB
ESBA Seguimiento e

2013-2014 1510 (7) 1166 (12)
2014-2015 252 (1) 2137 (10) 1538 (10)
2015-2016 591 (2) 10890 (37)
2016-2017 1232 (6)
2018-2019 690 (4) 1250 (8)
2019-2020 528 (3) 3726 (12)
2022-2023 5149 (12)
2009-2010 2428 (8)
2010-2011 309 (1) 2021 (7)
2011-2012 2975 (10)
2012-2013 3065 (10)

Hualaihué 2013-2014 1747 (7)
2014-2015 278 (1) 2090 (9)
2015-2016 1457 (3) 1540 (4)
2016-2017 3228 (16)
2018-2019 297 (1) 2357 (14)
2019-2020 1223 (7)

3.24.1. Estudio de cohortes

Se estimd el nimero de cohortes a través de modelos de mezcla de distribuciones normales, para
determinar la estructura de edad a partir de la estructura de talla. Los datos de frecuencia de talla
fueron agrupados en categorias de 1 mm, se les ajustd un modelo de mezcla de distribuciones
normales, cada una de ellas correspondiendo a una clase de edad anual o cohorte (Roa-Ureta, 2010;
Roa-Ureta et al., 2015). El supuesto que las distribuciones componentes son clases de edad anual es
apoyado por el conocimiento sobre la biologia del stock, que indican que el stock esta compuesto de
cohortes anuales (Molinet et al., 2017; Oyarzuin et al., 2011).

Puesto que los datos corresponden a conteos en cada una de multiples categorias de didmetro de 1
mm, la distribucion de los datos se modelé como una distribucion multinomial, y por lo tanto la funcion
de log-verosimilitud a maximizar en funcion de los parametros es:

D
L= nz B log(H(l, 8))

donde D es el nimero total de categorias de diametro y P es la proporcion observada en la categoria
de diametro |. Puesto que el nimero de clases anuales J es desconocido, para cada set de datos de
frecuencia de diametros se ajustaron varios modelos, con un nimero minimo de 3 cohortes y un
numero maximo de 7 cohortes.

Para determinar cual de todos los modelos ajustados que convergen para cada frecuencia de
longitudes examinada es el mas informativo, se evaluo el criterio de informacion de Akaike (Akaike,
1974; Burnham and Anderson, 2004), la matriz de correlacion y el gradiente. El ajuste estadistico fue
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realizado en el ambiente de programacion ADMB (Fournier et al., 2012), mientras que los datos y los
resultados de los ajustes se procesaron en el ambiente de programacion R (R Core Team, 2023).

3.24.2.  Asignacion de edad

Las tallas medias de cada cohorte obtenida desde los modelos de mezcla de distribuciones normales
fueron asignadas a una clase de edad siguiendo la metodologia utilizada por Roa-Ureta (2010), y en
donde para la asignacion de edad asume dos premisas. La primera premisa corresponde a que los
individuos tienden a crecer con la edad, mientras que la segunda premisa, para especies con una
época reproductiva anual, no puede existir mas de una cohorte por afio. De esta forma, y utilizando la
temporada como indice, las tallas medias fueron ordenadas de forma ascendente, se les fue asignada
la edad. Por ejemplo, como no es posible que 2 tallas medias de la misma temporada permanezcan a
la misma cohorte y por tanto tengan la misma edad, la talla media mayor corresponde a una nueva
cohorte, asignando la edad correspondiente.

3.2.4.3. Modelo de crecimiento

El crecimiento de M. chilensis fue ajustado utilizando los modelos de Gompertz (1825), von Bertalanffy
(1938), Schnute (1981) y Tanaka (Ebert et al., 1999). Las funciones antes mencionadas se ajustaron
mediante regresion no lineal (Gallant, 1975) utilizando el paquete nis en R 4.3 (R Core Team, 2023).

3.2.5. Identificacion y caracterizacion de areas de mayor y menor concentracion de
mitilidos en el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

Requerimiento metodologico 5.1.5. “Realizar un recorrido maritimo durante marea baja por todo el
borde costero del area de estudio, identificando y caracterizando las areas de mayor o menor
concentracion de mitilidos, georreferenciando y tomando fotografias y videos de los sectores de
interés”.
3.25.1.  lIdentificacion y caracterizacion
e Fiordo Reloncavi y Hualaihué

Para este requerimiento se considerd el conocimiento disponible sobre mitilidos y la informacion
existente en los casos del Fiordo Reloncavi y Comuna de Hualaihué, segin lo planteado en la
propuesta técnica:

i) Los choritos M. chilensis se distribuyen principalmente en el intermareal inferior, cuando
estan presentes, asociados a zonas de baja salinidad y ambientes rocosos y/o
compuestos de grava y a veces fango.

ii) Existe informacion de 6 campafias de muestreo (Lizama, 2003; Molinet et al., 2015;
Molinet et al., 2016; Molinet et al., 2021a) en el Fiordo Reloncavi las que dan cuenta de
la presencia de bancos en esta zona. En la comuna de Hualaihué existe informacion de 1
campafia en 2020 en la que se recorrieron 7 estaciones.
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i) Con estos antecedentes se realizd una reunion de coordinacion con el FIPA'y Subpesca
(contraparte técnica), para discutir la informacion disponible y proponer estaciones de
muestreo.

e Estero Castro y canal Lemuy

En el caso de Estero Castro se realizé un recorrido maritimo durante marea baja por todo el borde
costero del area de estudio, identificando y caracterizando las areas de mayor 0 menor concentracion
de mitilidos, georreferenciando y tomando fotografias y videos de los sectores de interes. Todas las
navegaciones fueron georreferenciadas, mientras que los videos y fotografias se grabaron en formatos
de alta definicion.

3.25.2. Seleccidn de sitios de muestreo.

Para responder al requerimiento metodologico 5.1.9. “En base a la informacion recolectada en los
puntos anteriores, el consultor debera proponer a la contraparte técnica una seleccion de sitios de
muestreo, en base a criterios fundados y presentar una propuesta ajustada con todas las actividades
que se llevaran a cabo para el cumplimiento de los objetivos 4.2 y 4.3 de las bases de la licitacion”, se
realizaron las siguientes actividades:

e Elaboracion de resumen de la informacion: Para la seleccion de los sitios de muestreo en
el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro se prepar0 una presentacion (en
PowerPoint) y tabla resumen con la disponibilidad de informacion desde i) la informacion
historica sobre la ubicacion y el estado de los bancos naturales y ii) el recorrido maritimo del
borde costero, en donde se identificaron las areas con presencia de bancos de mitilidos. Junto
con la tabla resumen se identifico la serie de tiempo (afios de registro), asi como la resolucion
espacial y temporal de la recoleccion de informacion.

e Taller de trabajo con la contraparte técnica: El resumen elaborado fue presentado a la
contraparte técnica con una propuesta de sitios de muestreo. Esto se realiz6 en formato taller
de trabajo con la contraparte técnica (Subsecretaria de Pesca), donde se consensuo la
seleccion de los sitios de estudio.
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3.3. Resultados
3.3.1. Revision Bibliogréafica

La literatura recopilada fue ingresada al gestor de referencias electronico MENDELEY
(www.mendeley.com) que contiene 207 referencias, el cual permite compartir la biblioteca con otros
usuarios, y al cual es posible acceder a través del usuario mytilidos@uach.cl y contrasefia:
FIPA2023-01.

La literatura relativa a mitilidos es abundante en el contexto mundial, registrandose alrededor de
86.000 resultados al buscar con la palabra “mussel beds”. Esos resultados disminuyen a 882 cuando
la busqueda se realiza en espafiol bancos de mitilidos. Sin embargo, la literatura disponible sobre
reclutamiento y estado de los bancos de mitilidos chilenos es escasa.

Los principales mitilidos chilenos de importancia econdmica corresponden al chorito (Mytilus chilensis,
Hupe 1854), cholga (Aulacomya atra, Molina 1782) y choro zapato (Choromytilus chorus, Molina 1782).
Las tres especies de mitilidos mencionados previamente forman densos bancos en fondos duros y
blandos hasta 25 m de profundidad (Lorenzen et al., 1979; Viviani, 1979), con interacciones ecoldgicas
que no han sido profundamente estudiadas en Chile.

3.3.1.1.  Desovey desarrollo larval

Mytilus chilensis al igual que las otras dos especies de mitilidos (A. atra y C. chorus), tiene sexos
separados y sus huevos son fecundados en la columna de agua. Informacion acerca de estadios
planctonicos, alimentacion larval, asentamiento y reclutamiento ha sido publicada por varios autores
(Navarro & Winter, 1982; Chaparro & Winter, 1983; Buzeta et al., 1988; Leiva et al., 2007; Avendafio
et al., 2011). Una importante contribucion fue hecha por Ramorino and Campos (1983), que publico
una descripcion detallada de la morfologia de los estadios larvales de varias especies de bivalvos y
que constituye un texto obligado para identificacion de larvas. El tamafio de los huevos es de
aproximadamente 70 micras y se producen alrededor de 8x108 huevos / hembra. En Yaldad (Chilog)
se ha observado hasta 10,9x106 huevos / hembra, y el desove ocurre en la primavera y el verano
(Chaparro & Winter, 1983). M. chilensis - al igual que A. atra y C. chorus - tiene un ciclo de vida
complejo que alterna una fase de desarrollo temprana planctonica con una fase de desarrollo adulta
bentonica (Chaparro and Winter, 1983; Toro et al., 2004). Las larvas son frecuentes en el plancton
durante primavera y verano (Buzeta et al., 1988), por lo que su diferenciacion desde huevo hasta 300
Mm es compleja (Ramorino & Campos, 1983).

Asentamiento y reclutamiento en invertebrados marinos con ciclo de vida complejo

La persistencia poblacional en invertebrados marinos con ciclo de vida complejo depende del éxito del
asentamiento y reclutamiento de sus estadios tempranos de desarrollo (Underwood & Fairweather,
1989; Caley et al., 1996; Hixon et al., 2002). En algunas especies, estos estadios tempranos son larvas
planctonicas (Marshall et al., 2012) con tiempos de desarrollo que pueden variar desde minutos a
meses, y distancias de dispersion de menos de un metro a cientos de kilometros (Shanks, 2009). La
existencia de esta fase larval dispersiva en el ciclo de vida de especies sésiles tiene una serie de
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ventajas ecologicas para la persistencia poblacional (Pechenik, 1999). Sin embargo, estas ventajas
estan condicionadas por el retorno de las larvas a una poblacion local y de su sobrevivencia hasta la
madurez sexual (Pineda et al., 2007). Por lo tanto, para entender la dindmica poblacional de estos
organismos es necesario entender los factores que determinan el éxito del asentamiento y el
reclutamiento de sus larvas (Pineda, 2000; Pineda et al., 2009).

Asentamiento larval es el término utilizado para describir una serie de eventos asociados a la transicion
entra la vida planctonica y bentonica (Rodriguez et al., 1993). Una vez que las larvas son competentes
para el asentamiento, buscan activamente un sustrato adecuado, pudiendo retomar periodos
planctonicos hasta encontrarlo y metamorfosear para iniciar la vida bentonica (Rodriguez et al., 1993;
Jenkins et al., 2009). El reclutamiento, por otra parte, es el proceso de colonizacion exitosa tras un
tiempo arbitrario luego del asentamiento (Jenkins et al., 2009), que generalmente se asocia a una alta
mortalidad (i.e., mortalidad post-asentamiento; Gosselin & Qian, 1997; Hunt & Schaibling, 1997).
Debido a la dificultad para estimar el asentamiento y a la arbitrariedad para definir el reclutamiento,
ambos términos suelen confundirse o utilizarse indistintamente (Jenkins et al., 2009). Por este motivo,
en esta revision el asentamiento es definido como la fijacion de una larva competente en un sustrato
adecuado, mientras que el reclutamiento es definido como la cantidad de sobrevivientes tras un afio
del asentamiento en una poblacion local.

Al habitar mares templados donde la temperatura y la produccion primaria varian estacionalmente, los
mitilidos del género Mytilus también suelen presentar un ciclo reproductivo estacional (Gosling, 2021).
Ademas, este ciclo reproductivo se puede dividir en dos periodos, un periodo reproductivo y un periodo
de reposo. El periodo reproductivo inicia con la activacion de la gonada, sigue con la gametogénesis
y finaliza con la emision de los gametos (i.e., desoves). En el periodo de reposo los reproductores
acumulan las reservas requeridas para llevar a cabo la gametogenesis.

En general, la acumulacion de reservas suele realizarse en los periodos de mayor disponibilidad de
alimento (e.g., primavera a otofio) y la gametogénesis en invierno (Gosling, 2021). La gametogénesis
invernal suele finalizar en primavera, con la emision de los gametos maduros producidos durante el
invierno. Esta emision de gametos puede concentrarse en un periodo corto de tiempo en primavera, 0
prolongarse por un periodo mayor en primavera y verano. Ademas, si la disponibilidad de alimento es
muy alta durante verano, en ocasiones puede darse un nuevo periodo de gametogénesis que finaliza
con la emision de gametos en otofio. Este patron general puede variar interanualmente, entre bancos
naturales y dentro de los bancos naturales (e.g., por diferencias entre afios, entre localidades, y entre
intermareal/submareal en la disponibilidad de alimento; Gosling, 2021).

Al ser la gametogeénesis un proceso que demanda energia, el factor mas importante para su éxito es
la disponibilidad y calidad de alimento en los periodos de acumulacion de reservas (Gosling, 2021).
Ademas, cualquier factor ambiental que afecte la ingesta de alimento en los periodos de alta
disponibilidad (e.g., exposicion a aire 0 agua dulce), puede afectar la gametogénesis. Por su parte, la
temperatura se ha asociado a la produccion de gametos a través de una relacion lineal entre la tasa
de cambio de ambas variables (Bayne, 1975).

Ademas de la posibilidad de generar una cantidad menor de gametos por los factores mencionados,
la gametogénesis en su totalidad puede no llegar a la emision de gametos por eventos de atresia. La
atresia se define como una ruptura y reabsorcion de gametos que puede ocurrir en cualquier momento
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de la gametogenesis, y es relativamente comin en bivalvos (Beninger, 2017). Con respecto a sus
causas, se ha asociado a factores estresantes como temperaturas extremas, desecacion, bajos
niveles nutricionales o contaminantes (Gosling, 2021). De igual forma, se ha demostrado que
productos de la ruptura de gametos participan en la produccion de energia cuando las reservas estan
en niveles bajos (Beninger, 2017).

Si la gametogénesis es un proceso que se extiende por meses y es controlada a escalas temporales
similares, la emision de gametos responde a cambios ambientales de corta duracion (Gosling, 2021).
Debido a que los mitilidos tienen sexos separados y la fecundacion es externa, la emision de gametos
debe ser relativamente sincronica para garantizar el éxito de fecundacion. La emision masiva de
gametos tras una gametogenesis exitosa (i.e., gonada con gametos maduros) se ha asociado a una
serie de factores ambientales. Uno de los mas reconocidos es la exposicion a floraciones
fitoplanctonicas y a sus metabolitos disueltos (Smith and Strehlow, 1983; Starr et al., 1990). Este
inductor natural de los desoves garantiza ademas una alta disponibilidad de alimento para las larvas
y para los reproductores tras la emision de gametos. Una vez que aumenta la concentracion de
gametos en el agua, estos mismos pueden inducir la emision de gametos de otros individuos (Gosling,
2021). Cambios relativamente rapidos de temperatura, por ejemplo, asociado a ciclos mareales en
primavera y verano, también se han identificado como inductor de desoves (Gosling, 2021). En
general, cambios ambientales como disminuciones en la salinidad, 0 aumento en el oleaje también se
han asociado a la ocurrencia de desoves (Gosling, 2021).

Una vez en la columna de agua, los gametos tienen un periodo de viabilidad para la fecundacion, lo
que realza la importancia de los desoves masivos (Gosling, 2021). El éxito de la fecundacion
dependeréa de la hidrodindmica local al momento de la emision de los gametos, la que puede alterar
las tasas de encuentro. Las condiciones ambientales a las que se exponen los gametos también
pueden afectar a la fecundacion, asi como la calidad de los gametos.

Tras la fecundacion, los huevos fertilizados (60-65 um) se dividen rapidamente dando lugar a una
blastula nadadora tras 10-12 horas (Gosling, 2021). Tras 24 horas después de la fecundacion, se
produce una larva troctfora (70-75 um) que es movil pero adn no se alimenta. Finalmente, tras 48
horas después de la fecundacion se comienza a secretar la primera concha de carbonato de calcio,
dando lugar a una larva veligera de charnela recta (70-100 um). Desde la fecundacion hasta la
secrecion de la concha, el éxito del desarrollo depende de las reservas energéticas del huevo
invertidas por la madre. Esta inversion por huevo suele ser baja y variable en mitilidos (Widdows, 1991;
Phillips, 2007), probablemente debido a la gran cantidad de huevos producidos por hembra (i.e., 7 a
40 millones dependiendo del tamafio en M. edulis; Gosling, 2021). Por su parte, al momento de la
formacion de la primera concha las variables ambientales asociadas al sistema de carbonatos (e.g.,
pH, pCO2, alcalinidad, estado de saturacion de aragonita) suelen ser de gran importancia. En general,
existe evidencia que bajo condiciones de acidificacion la formacion de la primera concha puede fallar
completamente o puede producir larvas con deformidades que afectaran posteriormente su desarrollo
(e.g., Gazeau et al., 2010; Waldbusser et al., 2015; Ventura et al., 2016; Kapsenberg et al., 2018).
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Factores que determinan la sobrevivencia y ubicacion de larvas de mitilidos hasta la
competencia para el asentamiento

Una vez formada la primera concha, las larvas veligeras recién formadas deben pasar un periodo de
20 a 40 dias hasta alcanzar la competencia para el asentamiento (Gosling, 2021). En ese periodo,
deben sobrevivir y crecer hasta alcanzar una longitud de ca. 250 ym, tamafio en el que suele aparecer
la mancha ocular que se asocia a la competencia para el asentamiento (Gosling, 2021). Sin embargo,
en ausencia de sustrato adecuado, se ha demostrado que larvas de M. edulis pueden postergar el
asentamiento hasta completar un periodo larval de 80 dias en laboratorio (Pechenik et al., 1990).

En general, la mortalidad de larvas de invertebrados marinos se considera relevante para su dinamica
poblacional, con tasas de mortalidad instantaneas 5 a 8 veces mayores que las de especies con
desarrollo benténico (Rumrill, 1990). Sin embargo, la dificultad de estimar la mortalidad de estos
pequefios organismos en el océano ha obligado a realizar varias simplificaciones y supuestos (Rumrill,
1990; Vaughn & Alllen, 2010). Para las estimaciones basadas en cambios de abundancia natural en
un periodo de tiempo, la tasa de mortalidad instantanea se asume constante a lo largo de ese periodo
y no es posible segregar por diferentes fuentes de mortalidad. Por el lado de las estimaciones de
mortalidad realizadas en condiciones de laboratorio, es posible estudiar fuentes de mortalidad
especificas pero las condiciones son muy distintas a las naturales. Con estas limitaciones, las
estimaciones de tasas de mortalidad instantanea en larvas de invertebrados marinos son sumamente
variables, con un promedio de -0,247 d1 (Rumrill, 1990; Vaughn & Alllen, 2010). En sistemas
estuarinos, se han estimado tasas de mortalidad instantanea de -0,10 d* a -0,32 d! para larvas de
bivalvos (Pedersen et al., 2008), y de -0,13 d- en larvas de M. edulis (Jergensen et al., 1981).

A pesar de la incertidumbre con respecto a la mortalidad natural en larvas de invertebrados, es claro
que la mortalidad acumulada durante el periodo larval se correlaciona con su duracion (Rumrill, 1990).
Como se mencion0 previamente, las larvas de mitilidos suelen alcanzar la competencia para el
asentamiento entre 20 y 40 dias, extendiendo el periodo hasta 80 dias en ausencia de sustrato
adecuado (Gosling, 2021). Por lo tanto, los factores que determinan la duracion del periodo larval
planctonico determinaran también la mortalidad acumulada durante ese periodo (Widdows, 1991). Los
efectos de distintas variables ambientales sobre las tasas de crecimiento, tiempos de desarrollo y
fisiologia general de larvas de mitilidos han sido determinados en estudios de laboratorio (e.g., Sprung
19844, b, ¢, d; Pechenik et al., 1990; Wang & Widdows, 1991; Qiu et al., 2002; Rayssac et al., 2010).
Entre los factores ambientales méas reconocidos, estan la disponibilidad de alimento y la temperatura,
debido al efecto sobre las tasas de crecimiento larval (Widdows, 1991). Sin embargo, también se ha
demostrado que condiciones de hipoxia (Wang & Widdows, 1991) y bajas salinidades (Qiu et al., 2002)
pueden afectar negativamente la sobrevivencia y crecimiento en larvas de M. edulis.

Si bien la temperatura y la disponibilidad de alimento no parecen causar mortalidad directa en larvas
de mitilidos, si pueden alterar sus tasas de crecimiento y su tiempo de desarrollo (Widdows, 1991).
Las larvas de mitilidos se alimentan sobre plancton < 25 ym (Raby et al., 1997), pero preferentemente
sobre picoplancton de ~ 3 um (Sprung, 1984b), y existe evidencia de que las larvas estan limitadas
por alimento en la naturaleza (i.e., concentraciones disponibles son menores a las Optimas
identificadas en laboratorio; Fotel et al., 1999; Bos et al., 2006). Los efectos de distintos factores sobre
el desarrollo son presentados en la Figura 1.3 (Widdows, 1991), tomando informacion de fecundidad,
tasas de mortalidad de larvas y post-larvas y efectos de distintas temperaturas y concentraciones de
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alimento. El efecto de la fecundidad y de la tasa de mortalidad instantdnea sobre el tiempo de
desarrollo se puede evidenciar en la Figura 1.3A. Para que un asentado por hembra sobreviva hasta
la adultez, se estimo que del total de huevos producidos 1.000 deben lograr asentarse como larvas.
De este modo, considerando una hembra con una fecundidad de 10 millones de huevos, el tiempo
necesario para que 1.000 lleguen a asentarse como larvas dependera de la tasa de mortalidad
instantanea. Por ejemplo, con una tasa de mortalidad instantanea de -0,10 d! se dispone de 13
semanas para asentarse, mientras que con tasas de mortalidad de -0,15y -0,20 d-! se dispone de 9 y
6 semanas, respectivamente (Figura 1.3A). De igual forma, si la fecundidad de la hembra es de
100.000 huevos, estos cuentan con un periodo de 4,5 semanas para asentarse como larvas en una
densidad que permita que un asentado llegue a la adultez (Figura 1.3A). Estos periodos disponibles
para el asentamiento toman mayor relevancia cuando se considera el efecto de la temperatura y la
disponibilidad de alimento sobre el crecimiento y el desarrollo larval (Figura 1.3B). En términos
generales, menores temperaturas y disponibilidad de alimento tienden a disminuir las tasas de
crecimiento y alargar el periodo de desarrollo larval. Esto finalmente tendra un efecto negativo sobre
la cantidad de larvas que llegaran a asentarse, que en condiciones dptimas de temperatura y alimento
pueden ser 100.000 larvas por hembra, mientras que postergando el asentamiento por 7 semanas
serian solo 100 larvas por hembra (Figura 1.3B).

Tomando en cuenta la importancia de no postergar el asentamiento una vez alcanzada la
competencia, el transporte larval es otro factor que puede afectar el éxito de asentamiento. Para no
postergar el asentamiento, una larva que alcanza la competencia debe tener un sustrato disponible
adecuado a su alcance. Esto no seria posible si una larva es transportada por kilometros de cualquier
costa, y las larvas de mitilidos pueden ser transportadas por cientos de kildmetros debido a la duracion
de su periodo larval (Shanks, 2009). No obstante, esta pérdida por transporte es menos probable en
mares interiores o estuarios con ciclos diarios de corrientes contrarias por mareas 0 viento que
aumentan los tiempos de residencia (Sponaugle et al., 2002). En estuarios en particular, suele existir
un patron de circulacion estuarina de dos capas, con corrientes contrarias en distintas profundidades
(Valle-Levinson, 2021). Al presentar migraciones verticales, las larvas de mitilidos pueden estar
sujetas a ambas corrientes evitando el transporte unidireccional a lo largo de su desarrollo (Raby et
al., 1994). Finalmente, el efecto de la costa y en particular de la capa limite costera (i.e., zona donde
costa debilita corrientes por friccion; Largier, 2003) fomentan una alta retencion larval en sistemas de
mares interiores (Sponaugle et al., 2002).
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Nimero de larvas sobrevivientes

(B)

Nimero de larvas sobrevivientes

Figura 1.3. A) Efecto de la fecundidad y de la tasa de mortalidad instantanea larval sobre el tiempo de
desarrollo necesario para alcanzar la competencia con abundancias que garanticen que una larva
llegue a la adultez. B) Efecto de la temperatura y la disponibilidad de alimento sobre el tiempo de
desarrollo (calculado con tasas de crecimiento) y abundancia de larvas competentes sobrevivientes
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3.3.1.2. Reclutamiento

El asentamiento larval es el término utilizado para describir una serie de eventos asociados a la
transicion entra la vida planctonica y bentonica (Rodriguez et al., 1993). Se lleva a cabo por las larvas
competentes para el asentamiento, que buscan activamente un sustrato adecuado, pudiendo retomar
periodos planctonicos hasta encontrarlo y metamorfosear para iniciar la vida bentonica (Rodriguez et
al., 1993; Jenkins et al., 2009). El reclutamiento, por otra parte, es el proceso de colonizacion exitosa
tras un tiempo arbitrario luego del asentamiento (Jenkins et al., 2009), que generalmente se asocia a
una alta mortalidad (Gosselin & Qian, 1997; Hunt & Schaibling, 1997). Debido a la dificultad para
estimar el asentamiento y a la arbitrariedad para definir el reclutamiento, ambos términos suelen
confundirse o utilizarse indistintamente (Jenkins et al., 2009). Por este y otros motivos expuestos
posteriormente, en esta revision el asentamiento seré definido como el primer ingreso de una larva
competente (0 post-larva) en una poblacion local, mientras que el reclutamiento sera definido como la
cantidad de sobrevivientes tras un afio del asentamiento.

Factores que determinan el asentamiento de larvas competentes de mitilidos en bancos
naturales

Una vez alcanzada la competencia para el asentamiento, la larva comienza el periodo de bisqueda
de sustrato adecuado. Algunos autores han demostrado que los mayores pulsos de asentamiento de
M. edulis se inducen por altas concentraciones de grupos del picoplancton ricos en &cidos grasos
esenciales (Toupoint et al., 2012; Androuin et al., 2022). De igual forma, estudios de laboratorio han
demostrado que el asentamiento puede ser inhibido por sefiales quimicas de depredadores, e inducido
por sefiales quimicas de conespecificos y algas fibrosas (Morello & Yund, 2016). Sin embargo, la
presencia y distribucion de bancos naturales indica que las larvas competentes de mitilidos pueden
asentarse en cualquier superficie, siempre que sea rugosa y permita una fijacion firme (Gosling, 2021).

Una hipotesis clasica sobre la forma de ingreso de las larvas competentes a los bancos naturales es
el del asentamiento primario y secundario en M. edulis (Bayne, 1964). Esta hipotesis se basa en las
observaciones de recién asentados solamente en algas fibrosas, y asentados mas grandes (> 1 mm)
solo en los bancos naturales. La hipdtesis sostiene que el asentamiento en algas fibrosas permite
evitar a las larvas competentes ser filtradas por los individuos del banco (i.e., larvifagia), efecto que ha
sido demostrado posteriormente en laboratorio (Troost et al., 2008a; Troost et al., 2008b) y en la
naturaleza (Lehane and Davenport, 2004; Porri et al., 2008; Troost et al., 2009). Tras la metamorfosis
y un periodo de crecimiento hasta alcanzar un tamafio de ~ 1 mm, los juveniles cambiarian del alga a
los bancos naturales, asentandose en el biso entre los adultos. Estudios posteriores han demostrado
que los asentados de M. edulis pueden tener migraciones hasta un tamafo de 2 a 2,5 mm utilizando
las fibras del biso, por periodos de uno a dos meses (Gosling, 2021). No obstante, la hipdtesis de
asentamiento secundario ha sido desafiada por observaciones en bancos naturales de M. edulis
(McGrath et al., 1988) y de otras especies de mitilidos (Lasiak and Barnard, 1995), por lo que
probablemente sea una via alternativa utilizada en ciertas condiciones especificas.

La presencia de bivalvos filtradores como fuente de mortalidad de larvas competentes durante el
asentamiento es reconocida en invertebrados marinos (Rumrill, 1990). En mitilidos ha demostrado ser
sumamente relevante como fuente de mortalidad larval (Lehane & Davenport, 2004; Porri et al., 2008;
Troost et al., 2009) y se ha utilizado para proponer modelos conceptuales de la dindmica de
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poblaciones de M. edulis apoyados por evidencia empirica (Figura 1.4; Dolmer & Stenalt, 2010;
Khaitov & Lentsman, 2016). Especificamente, se asume que el éxito de reclutamiento es maximo a
una densidad media de adultos (Figura 1.4a). A bajas densidades de adultos los asentados estan mas
expuestos a estrés fisiologico y depredadores, y a altas densidades de adultos las larvas competentes
son filtradas o deben competir por alimento (Dolmer & Stenalt, 2010). Este modelo conceptual fue
validado con informacion de series de tiempo de 18 afios de monitoreo en bancos naturales de M.
edulis (Khaitov & Lentsman, 2016). El modelo conceptual en términos de dinamica poblacional indica
que no existe un pulso importante de reclutamiento hasta que las densidades de adultos decaen en
los bancos naturales, produciendo variaciones ciclicas en la densidad y estructura de tallas de los
individuos del banco natural (Figura 1.4b).

Factores que determinan la sobrevivencia de larvas asentadas en bancos naturales de mitilidos

Inmediatamente tras el asentamiento primario y la metamorfosis, las tasas de mortalidad suelen ser
muy altas en estadios tempranos de invertebrados marinos (Gosselin & Qian, 1997; Hunt & Scheibling,
1997). Parte de esta mortalidad es debido a las condiciones experimentadas durante el periodo larval,
especialmente su duracion y la cantidad de reservas energéticas acumuladas (Pechenik et al., 1998).
En mitilidos, la metamorfosis puede extenderse por 5 dias y ese periodo de grandes cambios
anatomicos es sostenido por las reservas energéticas de la larva competente (Gosling, 2021). La
importancia de la disponibilidad de alimento durante el periodo larval sobre el desempefio en juveniles
de M. galloprovincialis ha sido demostrado experimentalmente (Phillips, 2002; 2004). Las principales
causas de mortalidad post-asentamiento en invertebrados marinos son la postergacion de la
metamorfosis, perturbaciones biologicas y fisicas, estrés fisiologico, depredacion y competencia (Hunt
& Scheibling, 1997).

Si el asentamiento primario ocurre en un banco natural, es de esperar que la mortalidad por
perturbaciones fisicas y biologicas, estrés fisiologico y depredacion sea menor. Esto porque el efecto
protector del banco que le confiere la categoria de ingeniero ecosistemico a los mitilidos también aplica
para sus propios reclutas. Si bien se ha propuesto que a densidades altas de adultos la competencia
por alimento puede causar mortalidad en los asentados, probablemente esta competencia no sea
suficiente para causar mortalidad por inanicion, sino que mas bien un crecimiento mas lento (Dolmer
& Stenalt, 2010). Por lo tanto, es probable que la persistencia de los bancos naturales esté mas
asociada al ingreso de larvas al banco y a su estado energético mas que a la mortalidad post-
asentamiento por factores locales.
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Figura 1.4. A) Esquema conceptual de la relacion entre el éxito de reclutamiento de Mytilus edulis en
funcion de la densidad de individuos en el banco natural receptor (modificado de Dolmer & Stenalt,
2010). B) Esquema conceptual de la dinamica poblacional de Mytilus edulis considerando un efecto
negativo de la filtracion de altas densidades de adultos sobre la abundancia de larvas competentes
para el asentamiento y, por lo tanto, sobre el reclutamiento (modificado de Khaitov & Lentsman, 2016).
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La revision bibliografica sobre los factores que determinan el éxito del asentamiento de larvas de
mitilidos y su reclutamiento en bancos naturales, fue enfocada principalmente en especies del género

Mytilus que dominan en sistemas estuarinos (e.g., M. edulis, M. trossulus) al igual que Mytilus
chilensis.

Los procesos clave para el éxito del asentamiento y reclutamiento de larvas de mitilidos en bancos
naturales identificados en esta revision se presentan en la Tabla 1.2, indicando las distintas etapas
del ciclo de vida involucradas.

Tabla 1.2. Procesos clave para el éxito del asentamiento y reclutamiento de larvas de mitilidos en
bancos naturales y su distribucion en el ciclo de vida.

g 7 0 8 8 | o
2| 8| 5 |g5|ge8|e5 B8 | ¢
Proceso clave 2 2 2 |z cd|cs%| o £

e < c S8 83| 852 = @
o o L0 = > E"_ g <
o

1. Gametogénesis X

2. Emision de Gametos X

3. Fecundacion X

4. Desarrollo embrién-trocofora X X

5. Formacién primera concha X

6. Mortalidad larval directa X

7. Mortalidad larval acumulada X

8. Transporte Larval X

9. Induccién busqueda sustrato X

10. Induccion fijacidn en sustrato X

11. Interaccion con adultos X

12. Asentamiento secundario X

13. Mortalidad post-asentamiento X

3.3.1.3. Estado de los bancos

El chorito Mytilus chilensis (Hupe, 1854) es un bivalvo que forma densos bancos sobre fondos duros
y fangosos hasta una profundidad de 10 m (Lorenzen et al., 1979; Viviani, 1979; Zagal et al., 2001;
Molinet et al., 2015), y su distribucion comprende toda la costa chilena y parte de la costa argentina,
dominando comunidades litorales en fiordos y canales del sur de Chile donde es esperable que
gradientes verticales de salinidad determinen la estructura espacial de sus poblaciones (Pickard, 1971;
Pickard and Stanton, 1980; Silva et al., 1995; Valle-Levinson et al., 2007). Esto principalmente a través
de i) un efecto sobre la fase planctonica, donde la haloclina funciona como barrera quimica o fisica
para aquellas larvas que intentan migrar a través de estos gradientes (Young, 1995; Gallager et al.,
2004; Lougee et al., 2002; Molinet et al., 2021b), ii) afectando la sobrevivencia de reclutas y adultos
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en un ambiente relativamente variable, iii) competencia y/o interaccion con otros mitilidos como A. atra
(Molinet et al., 2021b).

Informacion especifica sobre bancos naturales de mitilidos para la zona de estudio es muy limitada,
registrandose principalmente 3 fuentes de informacion: i) el seguimiento Bentonicos de IFOP, que
permite identificar &reas de pesca de manera referencial (obtenida de viajes de pesca), i) las AMERB
que cuentan con evaluaciones directas de bancos naturales vy iii) reportes especificos sobre bancos
naturales.

La distribucion general de especies bentonicas entre el intermareal y submareal somero realizada por
Viviani (1979) destaca M. chilensis eny sobre la haloclina (entre 5 psu y 25 psu), sugiriendo que esta
especie predominaria en sistemas estuarinos. En la Region de Los Lagos, se identificaron y
caracterizaron bancos de chorito en el Fiordo Reloncavi (Lizama, 2003) y en los sectores de Cochamo,
Metri, Pichicolo y Yaldad (Leiva et al., 2007), mientras que en la Region de Ayseén Soto et al. (1999)
caracterizaron la abundancia y distribucion de bancos de M. chilensis en el Estero Piti-Palena y Canal
Puyuhuapi. A través del proyecto FIPA 2014-57, Molinet et al. (2016) actualizaron el conocimiento
sobre bancos naturales de las principales zonas de captacion de semillas de chorito, Yaldad, Estero
Pitipalena y Fiordo Reloncavi, las que sustentan gran parte de la industria mitilicultura en aguas
interiores de la Region de Los Lagos verificando una disminucion de area ocupada y densidad de
mitilidos en los dos ultimos sectores.

La asignacion de derechos de uso territorial para los pescadores artesanales a través AMERB ha sido
usada para incluir en los proyectos de manejo la captacion de semillas de mitilidos, constituyendo la
principal actividad de acuicultura de pequefia escala en Chile (Figueroa & Dresdner, 2016; Fernandez
et al., 2018). Estas AMERB tienen una metodologia de monitoreo que permite obtener indicadores
relavos a la  eventual subpoblacion de mitilidos  en cada  area
(https://www.subpesca.cl/portal/618/articles-9720_documento.pdf). Las AMERB pueden ser una
fuente apropiada de informacion para conocer el estado de los bancos de mitilidos, ya que estas son
areas donde pescadores artesanales declaran la existencia de bancos naturales y sobre los que se
realizan evaluaciones directas con una frecuencia temporal que debiera ser anual y/o bianual. Sin
embargo, es necesario proponer y evaluar mejoras a su metodologia de muestreo como ha sido
sugerido por Molinet et al. (2016) en las conclusiones del proyecto FIPA 2014-57 y por Molinet et al.
(2021a). Existen 24 AMERB en el Fiordo Reloncaviy 29 AMERB en la comuna de Hualaihué (Canales
Hornopirén, Cholgo, Llancahué, Llanchid, estero Pichicolo y ensenada Hualaihué), con informacion
disponible desde 2008. En la comuna de Castro no se registran AMERB, con mitilidos como especies
principales.

3.3.2. Revision de reportes con datos
3.3.2.1.  Estadisticas de Desembarque y acuicultura

Actualmente, la mitilicultura en Chile es la segunda actividad acuicola de importancia y mas antigua,
en la que el cultivo de M. chilensis a nivel nacional da cuenta de mas del 98% de la produccion de
moluscos el afio 2022 y concentrada en un 99% en la Region de Los Lagos (Sernapesca, 2022). En
esta zona, el 99% de la produccion de mitilidos corresponde al cultivo de M. chilensis, cuya produccion
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sobrepaso las 425000 toneladas durante 2022, posicionando a Chile entre los lideres a nivel mundial
en el cultivo de mitilidos, mientras el cultivo de A. atra y C. chorus, es aun incipiente, con volimenes
de produccion en torno a 500 — 4500 toneladas (Sernapesca, 2022) (Figura 1.5). Respecto al
desembarque total de mitilidos desde bancos naturales (pesca artesanal), mas del 95% del total
nacional se lleva a cabo en la Region de Los Lagos. En el caso de M. chilensis el desembarque anual
entre el afio 1998 y 2001 se mantuvo cercano a las 5000 t, disminuyendo dréasticamente hasta 2006 y
2013, con excepcion del afio 2007 en donde se alcanzo un desembarque maximo de 7800 t, a partir
del afio 2014 el desembarque aumenta a valores de entre 1000 y 2000 t anuales, registrando en 2022
un desembarque de 785 t. Para la especie A. atra, el desembarque nacional muestra una tendencia
oscilante, disminuyendo entre los afios 1998 y 2005 desde 8 mil toneladas a menos de 2000, y oscilar
entre los afios 2006 y 2014, manteniéndose entre los afios 2015y 2022 en torno a las 5000 toneladas,
siendo la Region de Los Lagos quien representa sobre el 95 % del total del desembarque nacional.
Finalmente, en el caso de C. chorus, los desembarques hasta el afio 2009 y 2014 no superaban las
200 toneladas y 600 toneladas a nivel nacional, se observa un aumento partir del afio 2015 y hasta
2022 un desembarque promedio aproximado de 1500 t, con un maximo entre 2017 y 2019 un
desembarque aproximado de 2300 toneladas representando la Region de Los Lagos
aproximadamente el 85-90% del desembarque nacional en dicho periodo (Figura 1.6).

La mayor parte de la captacion de semillas de M. chilensis que abastece a la mitilicultura se realiza en
sistemas estuarinos (principalmente fiordos) (Avendafio, 2011; Molinet et al., 2015; Molinet et al., 2017;
Segura et al., 2023), donde existen extensos bancos naturales de M. chilensis, por lo que se ha
propuesto que existe una directa relacion entre la captacion de semillas y el estado de los bancos, lo
que debe ser mejor estudiado (Molinet et al., 2015; Molinet et al., 2016).
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Figura 1.5. Cosecha anual de mitilidos cultivados en la Region de Los Lagos entre 1990 y 2022. A)
Mytilus chilensis, B) Aulacomya atra y Choromytilus chorus. Fuente: Sernapesca.
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Figura 1.6. Desembarque artesanal anual de mitilidos registrado en bancos naturales de la Region de
Los Lagos y a nivel nacional entre los afios 1998 y 2022. A) Mytilus chilensis, B) Aulacomya atra'y C)
Choromytilus chorus. Fuente: Sernapesca.

3.3.2.2. Estadistica de abastecimiento de semillas

Se obtuvieron registros de origen abastecimiento de semillas de Mytilus chilensis desde el afio 1995,
hasta 2024, destacandose entre 1995 y 2002 la predominancia de abastecimiento desde la comuna
de Quellén y la comuna de Calbuco, con maximos de aproximadamente 7 mil t de abastecimiento
(Figura 1.7a). Entre 2003 y 2010 se observa un rapido incremento del abastecimiento y cambios en
la importancia del origen, con el origen NN representando el mayor abastecimiento, seguido de la
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comuna de Puerto Montt y Cochamd. Desde el afio 2017 el abastecimiento de semillas provino
principalmente en las comunas de Cochamo, Hualaihué, Calbuco y comuna no identificada.
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Figura 1.7a. Origen y magnitud del abastecimiento de semillas de Mytilus chilensis en las comunas
de la Region de Los Lagos entre 1995y 2024. El asterisco sefiala que la data esta incompleta. Fuente:
Sernapesca.

Este abastecimiento de semillas para la produccion de mejillones ha implicado un importante
movimiento de individuos de una a otra zona de cultivo, con efectos directos en las poblaciones
locales, los cuales no han sido cuantificados. La Figura 1.7b muestra un mapa del flujo de semillas
desde las principales comunas de las que proviene el abastecimiento, destacando, ademas del
abastecimiento sin ubicacion, la importancia actual de las comunas de Hualaihué, Reloncavi y
Calbuco.
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Figura 1.7b. Flujo del abastecimiento de semillas de Mytilus chilensis entre las principales comunas
de la Region de Los Lagos. Datos obtenidos del Servicio Nacional de Pesca.

3.3.2.3.  Programa de Seguimiento de Pesquerias Bentonicas en el Fiordo
Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

Para los recursos chorito, cholga y choro zapato en la Region de Los Lagos a traves del Programa de
Seguimiento Bentonico, se registrd informacion bioldgica pesquera desde 185 procedencias de pesca
entre los afos 1997 y 2022. Para el recurso chorito se identificaron 84 procedencias y para los recursos
cholga y choro zapato fueron registradas 135 y 108 procedencias respectivamente. En 56 de las 185
procedencias se registro informacion de los recursos chorito y cholga, en 36 para los recursos cholga
y choro y zapato, y en 34 procedencias se registro informacion de las 3 especies de mitilidos (Figura
1.8, Anexo 1.1).
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Para Mytilus chilensis el promedio anual de captura monitoreada por IFOP en los distintos puertos de
la Region de Los Lagos es de 38 toneladas, con un méaximo de 473 t para la procedencia Curanué en
el 2003, registrando en los Gltimos 10 afios desembarque de 7 procedencias, siendo la procedencia
Rio Pudeto asociada al Puerto de Ancud, la Unica que presenta desembarque en el afio 2022 (<0,5 t)
y de manera continua desde el afio 2015 (2,2 t promedio) (Tabla 1.3). EI monitoreo del recurso cholga,
registro un promedio anual de 38 t de captura y maximo de 1131 t proveniente desde Islas
Butachauques. Desde el afio 2018 (Ultimos 5 afios) se registro el muestreo de la captura de 61
procedencias, disminuyendo en los afios 2021 y 2022 a 24 y 25 respectivamente, con un promedio
anual de 28 t (Tabla 1.4). El recurso choro zapato registro en 2007 en el puerto de Calbuco un maximo
de captura muestreada de 1.111 t, registrando entre 2018 y 2022 un total de 44 procedencias y una
captura muestreada promedio anual de 5 toneladas (Tabla 1.5).
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Tabla 1.3. Captura muestreada (toneladas) de Mytilus chilensis en procedencias de pesca reportadas en el Seguimiento Bentonico de IFOP entre
1997 y 2022 en la Region de Los Lagos.

Nombre de
Procedencia

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2013

2015

2016

2017

2018

2019

2021

2022

Dunas

0,3

Chullaguen

1,0

Sotomo

32

57

Isla Guar

0,3

Rulo

1,0

01

Estuario De
Reloncavi

6,0

San Agustin

1,6

San Ramén

23

Estero Huito

24

Rosario

02

04

Calbuco

16,4

2314

40,0

Punta Machil

23

Mafihueico

2,6

Isla Puluqui

0,2

0,5

0,3

0,2

Caicaen

12

12

Chope

19

Estero
Chauquiar

65,1

1,0

Isla Chidhuapi

9.8

04

0,5

Ahui

01

Isla Cochino

0,0

Mutrico

04

Ancud

59,0

Rio Pudeto

04

10,8

239

0,2

10,0

07

55

15

2,2

44

6,0

04

2,1

04

Pupelde

04

Bahia Linao

04

Hornopiren

37

Rolecha

60,4

Lliguiman

6,5

Pichicolo

45

Los Toros

54

18,6

10,7

6,3

8,9

Llancahue

105,3

315

Puerto Bonito

1,6

20,1

13,3

26,7

4,2

45
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Austral deChile | ratiuie deaculcultura

Conocimiento y Naturaleza

Nombre de

Procedencia 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2013 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2021 | 2022

Puerto
Quemchi 740

Comau 63,2 | 51,9 | 224

Aulin 14,1

Islas
Chauques 10 212

Ayacara 4,2 6,0 | 169

Isla Afiihue 9,0

Estero Afilhue 1,0

Quetalco 3122 | 31,7

Punta Quiquel 108,5

Isla Lin-Lin 0,0

Costa Pollollo 1,1

Canal
Dalcahue 32 | 28 80,4 | 196,5 | 162,0

Buill 21

Curaco De

Velez 1301 79

Canal
Quinchao 64

Lincai 9,5 39,9

Estero Castro 20,0 | 175,0

Punta
Chumilden 151 10

Vilupulli 55,1 | 429 | 50

Puqueldon 32,7 | 10,7 | 76,6

Isla Lemuy 3,6 100,1

Chonchi 1308 | 42 | 217 | 03 | 452 | 1241 | 94 | 144

Teupa 11,0

Isla Talcan 1,6

EsteroCompu | 19 | 366 | 304 | 16 | 845 | 911 31

Punta Mechai 22,0

Queilen 80,0 | 100 | 10,6

Ensenada

Chaiten 13

Auchac 10,7 | 57,6 | 985 | 2244 | 829

Curahue 15,0
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Universidad E%

51 Insti de Acuicul
Austral deChile | ratiuie deaculcultura

Conocimiento y Naturaleza

g?orzgéig;a 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2013 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2021 | 2022
Auchemo 11,1

Curanue 68,8 | 327,3 | 1756 | 350 | 81,6 | 10,3 | 473,7 | 31,8

Huildad 0,5 27,7

Candelaria 72 | 372 | 209 | 31 3,2

Punta Tutil 26,8

Bahia Quellon 1305 | 5.1 4,7 15

Puerto

Carmen 45 21
Estero Yaldad | 24,1 | 43,2 | 177,8 | 132,6 | 366,7 | 10,6 | 301,2 | 74,4

Oqueldan 0,2 2,4
Barra

Chaiguao 40

Quellon Viejo | 1464 | 250,2 | 932 | 11,7 2,8 2315 | 63,2

Trincao 8,2 24,2 1,0

Isla Cailin 48 4.1 2,7 10,3 3,9 07 [ 349 | 16
Canal Yelcho 2,0 2,1
Punta Paula 0.4

Isla Coldita 3,6

Isla Laitec 0,7

Isla 11 | 22

Guapiquilan

Ensenada

Quilanlar 68

Ayentema 18 | 204
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Universidad E%

Austral de Chile

Conocimiento y

Naturaleza

Instituto de Acuicultura

y Medio ambiente

Tabla 1.4. Captura muestreada (toneladas) de Aulacomya atra en procedencias de pesca reportadas en el Seguimiento Bentonico de IFOP entre 1997

y 2022 en la Region de Los Lagos.

Nombre de
Procedencia

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

San Juanito

10

Puerto Montt

12,2

Sotomo

8.2

Huelmo

2,0

10

05

3,6

18

6,9

2,1

35

0,3

435

Isla Guar

24,4

94,5

37,3

16,8

26,5

10,8

66,9

24,7

53,6

68,5

79,8

17,8

39,1

23,2

4,7

12

10,2

55,9

473

141,7

292,6

Rulo

0,2

0.8

3,6

0,3

05

0,1

Farellones
Caicura

11,8

Canal San
Antonio

11

Tautil

0.2

San Agustin

2,1

0.8

04

01

0,3

8.3

San Ramén

10

0.2

01

13

20,6

13,9

22,9

Estero Huito

10

Rosario

4,1

Contao

0.2

Calbuco

354

18,6

3,6

Helvecia

0,3

0,3

04

0,3

Colaco

3.0

18

Punta Machil

05

05

Isla Caicaboy

17,4

Challahue

34

Isla Puluqui

0.2

14

0.8

0,6

6,7

5,6

46

0.2

04

0.8

12

13,6

10

Caicaen

0,3

6.5

12

84

30,3

11,6

2,6

2,6

91

12

3.3

Punta Yuste

0,1

Chope

12

0,3

4,0

Estero Chauquiar

04

13

32

84

Isla Chidhuapi

4,6

47

10,0

9.6

10,2

4,6

40,6

13,4

05

0,3

0,3

16

54

0,7

81

11

14

7.8

66,1

75,5

Lagartija

01

Canal Caulin

29

Ahui

10

0,0
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Universidad (E-%

51 Insti de Acuicul
Austral deChile | ratiuie deaculcultura

Conocimiento y Naturaleza

’F\’l?orzgéeer?(?ia 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022

Faro Corvio 0,6 21 | 23 04 03108102 0,5 10 | 17

Quenu 04 191 ]98] 92 03 13 31 1 71 | 28 | 116 | 13 | 213 | 483 | 20,2

Punta Perhue 12 1 09 | 03 | 202|251 (338 | 811 [118] 03 | 22 | 45 | 83 | 240|184 | 149 | 16,6 | 34,7 | 1532 83,2 | 88,0

Punta Chaicura 0,2

Golfo
Quetalmahue 0,2 02 | 01

Mutrico 0,0

Bahia Ancud 0,1 0,1

Huentetique 0,1

Manao 4,2

Isla Aulen 40,0

Queullin 50 | 26,3 | 441 | 40,7 | 88,0 | 71,2 | 49,0 | 51,7 | 458 | 66,6 | 760 | 134 | 87 | 141 | 126 | 95 | 73 | 552 | 221 | 85 | 295

Punta Almanao 0,7

Isla Lin 0,9 16 01 14 88 | 18 | 13 19 16

Isla Tabon 35 | 138 | 02 | 74 | 70 | 16 | 133 | 472 06 | 60 | 46 | 20 | 62 | 285 | 58 | 376 | 403 | 134 | 91 | 280 | 225

Hornopiren 9,6

Rolecha 331,71 238 | 71 | 74 | 317 | 24 7,0 113 | 49

Lliguiman 1,2 123 | 44,1

Guailaihue 120 | 81 | 45 | 110 | 36

Pichicolo 46 | 80 | 237 | 21,7 | 225 5,0

Los Toros 62,2 | 455 | 52,6 | 464,2|759,3|396,7 | 148,8| 174,0 {2989 |129,0| 482 | 36,2 | 37,9 | 588 | 61,9 | 99,6 6,7

Llancahue 19,5 75 | 4,0 45

Isla Linguar 09

Morro Lobo 142 | 6,7

Isla Llanquihue 1,1 1,0 1,0 1,1 2,2

Puerto Bonito 696,6 | 848,1 | 887,6 | 706,0 | 416,7 | 580,1 | 201,5| 38,0 |113,1|301,8|109,8| 29,0 15,8 19,5

Sector Queler 406 | 81

Puerto Quemchi 1790 0,9 50 | 56 | 07 9,5

Guardiamé 0,1

Comau 1251290 | 334 | 6,0

Isla Caucahue 12,9 | 79,7

Chaurahue 2,5 30,0

Aulin 29,7 1198 | 57 | 69 [363 | 435 350 8,0

Isla Butachauques 15,4 257 | 92 | 496 | 351 | 625 | 625 | 379 | 1131,4|170,2| 12,5 | 457 80 | 531 ] 42 | 70 |1306] 485 | 26,6 | 365
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Universidad E%

Austral de Chile

Conocimiento y

Naturaleza

Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

Nombre de
Procedencia

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009 | 2010 | 2011

2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

Isla Cheniao

4,2

Hueque

18,8

37,9

8,3

34,5

156,7

166,8

10,0

6,5

Canal Quicavi

21,7

Islas Chauques

3.0

2,1

0.8

81

29

19

3.0

6,7

3.0

41

Chulao

13,9

Isla Mechuque

32

53

Ayacara

4,0

6.8

494

250,8

54

62,0

75,8

17,8

9.5

50

9.5

Isla Afihue

27,3

1313

Estero Afihue

20,4

39,5

7,0

35

Punta Tenaun

0.2

0.2

2,8

Calen

9,7

0.2

Puerto San Juan

0,7

Punta Quiquel

0,3

12

0,7

04 02 | 89

0,9

2,6

Costa Pollollo

3.0

0,3

3.8

2,5

10

05

0.9

Isla Tac

0,3

13,0

Huyar

2,5

Canal Dalcahue

21,6

01

14,8

41,6

20,2

14,9

52,6

42 1162 216

967,3

951,1

318,4

92,2

384,1

31,1

15,3

11

7,3

7.8

Isla Meulin

13

04

12

6.9

Punta Palqui

10

3.9

Curaco De Velez

04

75

95,4

24,6

1,2 2,1

557,2

16,2

90,1

71,6

27,1

402,6

43

7,0

21,4

50,5

Isla Teuquelin

9,7

Achao

10

15

16

106,6

52

0,6

0,3

48

Isla Quenac

16

20,1

8,6

54

Estero Castro

20,2

Conchas Blancas

15,2

Punta Chumilden

327,8

12,6

22,0

33 39,0

15,6

6.0

11,9

27,2

14,2

Rilan

7,7

34,7

0,3

Isla Chelin

12,0

55,0

144

66,4

Estero Refiihue

35,0

16,3

Apiao

0.9

2,0

2,6

Punta Cheguian

51

18,1

57,8

0,7

Vilupulli

16,5

24,9

Isla Chulin

34,9

1248

3.2

8,3

1,7

438

9.2

12,2

8,0

10,0

87,7

28,6

12,7

46,8

65,0

13,5

Isla Alao

01

13

7,3
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Universidad (E%

Austral de Chile

Conocimiento y Naturaleza

Instituto de Acuicultura

y Medio ambiente

Nombre de
Procedencia

1997

1998

1999

2000

2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008

2009 | 2010

2011

2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

Isla Lemuy

4,2

Chonchi

713 | 97

59

Piedra Del Canto

2,7

Isla Quehui

6,0 355

245

84

7,6

46,1

15,9

35

0.9

Isla Chuit

4.8

Bahia Pumalin

57,0

27,0

2,1

30 | 20 | 99

34

10,9

0.8

7,3

55

12,0

10,5

Isla Talcan

9,6

11,0

15

58

2,0

6,4

Punta Bruja

2,0

Isla Nayahue

8,6

Aitui

0,0

Estero Compu

12,1 0,3

01

Ensenada Detico

24,6

01

12

15,3

Queilen

46,2

Estero Paildad

0,3

3.9

Punta Queilen

15

Punta Yatehua

6.5

Acui

37

01

Quilun

San José De
Tranqui

3,0

San Juan De
Chadmo

8.2

Auchemo

17,4

57

57

Candelaria

0,3

04

32

Isla Chaullin

0,0

Punta Tutil

12,4

75

Bahia Quellon

0,2

Estero Yaldad

0.2

Barra Chaiguao

1,2 04

Quellon Viejo

2,5

Isla Cailin

0,6

04

1,7

Canal Yelcho

18

21,4

Punta Paula

4,0

Isla Laitec

10,2

13
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Universidad (Eé

Instituto de Acuicult
Austral deChile | ratiuie deaculcultura
Conocimiento y Naturaleza
’F\,'fonc‘ggzgga 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Corcovado 8,1 2,3 25
Isla San Pedro 0,2 0,9 3,0 4,0
Isla Guapiquilan 31
Asasao 7,0
Punta Inio 1,8 7,0
Bahia Tic-Toc 10,4 | 66,7 30,2 | 33,0

Tabla 1.5. Captura muestreada (toneladas) de Choromytilus chorus en procedencias de pesca reportadas en el Seguimiento Bentonico de IFOP entre
los afios 1999 y 2022 en la Region de Los Lagos.

’F\,'fonc‘ggzgga 1999 | 2000 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Huellelhue 0,2
Punta Condor 0,2
Rio Quenuir 0,1
Isla Maillen 0,3
lique 0,3
Sotomo 0,0
Huelmo 021041011 03 13 | 06 0,8
Isla Guar 0,4 0,1 2,8 4.4 1,2 2,6 1,0 1,9 1,0
Punta Guatral 0,3
Rulo 05 1] 22| 83| 531|584 |1116]| 6,2 | 16,3 0,2 0,2
Canal San Antonio 03
Tautil 031011 21 0,5 0,7
San Agustin 2,3 141 08 | 08 | 20 1,8 1,5 0,1
San Ramén 07 1] 171|011 16 3,4 0,5 0,5 0,6 0,1
Estero Huito 02| 30 | 21 1,3
Rosario 0,3 101 07 | 05 | 43 | 506 | 10,1
Helvecia 0,5
Colaco 0,4 1,2
Punta Machil 1,7 | 56 | 0,7 | 169 | 55 25 1 08 0,3
Punta Chechil 0,2
Isla Pulugui 87 | 93 |168 | 34 | 235 183 | 5,3 6,2
Caicaen 15 | 115 | 56 | 380 | 62,1 |100,3| 590 | 67,6 | 7,3 | 6,1
Punta Yuste 0,0
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Universidad E%

Austral de Chile

Conocimiento y

Naturaleza

Instituto de Acuicultura

y Medio ambiente

Nombre de
Procedencia

1999

2000

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010 | 2011 | 2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

Chope

1,0

2,5

0,7

05

32

0,7

0,7

Estero Chauquiar

0,3

08

3,0

1,0

11,0

10,0

3,0

2,2

Isla Chidhuapi

17

4,0

17

10,7

13,1

84

8,8

0,2

Lagartija

01

Quenu

18

05

52,1

01

05

0,3

Punta Perhue

01

0,2

0,3

0,2

01

01

0,0

Rio Pudeto

04

0,2

04

Queullin

0,3

0,2

0,2

1,0

14

Isla Lin

0,2

Isla Tabon

01

01

01

0,8

0,8

2,4

Pichicolo

2,7

Los Toros

1,7

2,3

Llancahue

2,8

Isla Linguar

09

0,2

Morro Lobo

0,0

Puerto Huite

0,2

Isla Llanquihue

0,3

0,6

Sector Queler

0,2

Comau

3,6

Isla Caucahue

01

0,2

01

Isla Butachauques

0,3

17,0

270 ] 91 | 150

384

7,0

18,0

7,0

13,9

14,0

12,2

Hueque

84

Isla Mechugque

32

Ayacara

0,3

Calen

15

Puerto San Juan

2,3

Punta Quiquel

0,3

33

Huyar

6,9

Canal Dalcahue

01

50,6

52,4

79 1119 ] 139

04

10,6

72

3,0

48

7,6

Isla Meulin

2,0

4,0

24

Punta Palqui

0,6

Curaco De Velez

87

32,6

481 | 588 | 89

2,5

2,8

107,5

75,2

70,5

30,8

8,1

2,1

20,0

15,4

Achao

15

28,2

14

6,5

15,5

24

0,2

33

04

1,0

Isla Quenac

0,2

Estero Castro

14,3

21,6

13,0

30,3

Conchas Blancas

16

1,0

04

55

Punta Chumilden

05
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Universidad E%

Austral de Chile

Conocimiento y

Naturaleza

Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

Nombre de
Procedencia

1999

2000

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

Rilan

2,5

18

48

0,3

15

12,7

16

Isla Chelin

14

08

04

0,3

8,0

01

04

14

Apiao

58

Mateo

13

Punta Cheguian

01

6,1

32

05

Isla Chulin

4,0

08

12

17,2

42

16,5

12,8

6,0

3,6

Isla Lemuy

15

Chonchi

7,3

16,5

10,9

Isla Quehui

7,0

0,3

31

6,6

6,8

12,4

12

13

2,3

Canal Yal

6,6

12

Cofab

0,2

Isla Talcan

1,7

6,9

16,1

Punta Detif

18

18

Punta Bruja

3,0

Ahoni

0,3

Aitui

0,2

05

Caleta Pureo

0,3

0,0

01

12

32

Estero Compu

41

1,0

05

11

15

48

Ensenada Detico

05

04

0,2

08

12

2,0

13,6

2,3

Chomio

0,3

Quechu

11

9,7

Queilen

32

45

51

Islote Conejo

01

Estero Paildad

45

08

0,3

3,6

9,4

48

2,9

8,2

2,7

30,2

19

0,2

Punta Queilen

35

San Jose

0,3

Acui

16

0,6

05

08

0,2

Quilun

0,2

0,6

05

0,3

04

0,7

4,9

04

Chauco

12

2,2

11

17

San José De Tranqui

05

0,3

2,6

10

34

13

Ensenada Leutepu

51

San Juan De
Chadmo

0,2

0.8

2,5

12

Auchac

2,1

57

Auchemo

15

Punta Centinela

0,2

Isla Chaullin

01
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Universidad E%

.1 Instituto de Acuicul
Anstral deChile | et dencticuus
Conocimiento y Naturaleza

g?orzgtrjeer?c?ia 1999 | 2000 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Bahia Quellon 04
Punta Lapa 0,0
Punta Paula 3,0
Isla Laitec 09 04 |03
Corcovado 58
Isla San Pedro 09
Punta Tiques 12
Asasao 07 |08
Punta Inio 8,0
Bahia Tic-Toc 0,9 0,0
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Universidad E‘%

.1 | Instituto de Acuicult
AUStral de Chile ynﬁléd\?ooanelbigglltceu o
Conocimiento y Naturaleza

3.3.2.4.  Programa de Seguimiento Pesquerias Bajo Régimen de Areas de Manejo

En la zona de estudio, el programa de seguimiento de pesquerias bajo el regimen de areas de manejo
posee informacion para mitilidos en 63 AMERB entre los afios 2006 y 2019, identificando 62 AMERB
con evaluaciones directa para los recursos chorito y cholga'y 1 AMERB con evaluacion directa para el
recurso choro zapato, ubicada en la comuna de Castro. En el area Fiordo Reloncavi se identificaron
19 AMERB, 16 pertenecientes a las comunas de Cochamo y 3 a la comuna de puerto varas, mientras
que en el area de Hualaihué se registraron 43 AMERB, quienes presentaron entre 1y 8 evaluaciones
directas durante el periodo analizado. En el area de Castro se identifico 1 area de manejo para
mitilidos, cuyo recurso principal corresponde a choro zapato con 2 evaluaciones directas (Tabla 1.6).

En la zona Fiordo Reloncavi la densidad media de chorito registrada en AMERB entre 2007 y 2019
oscilo bajo los 500 ind/m?, con una densidad maxima de 1790 ind/m2en 2014, registrando una mediana
anual de 147 ind/m?, observando una tendencia al aumento en los afios 2009, 2014, 2017 y 2019, y
una abundancia anual bajo los 10 millones de individuos, con excepcion del afio 2019, en donde solo
se informan dos areas de manejo, se registrd una abundancia maxima de 80 millones de individuos.
Para cholga, las densidades registradas presentan una alta variabilidad, con una densidad media que
varia entre 10 ind/m2y 736 ind/m2, y similar tendencia la observada en chorito, ascendiendo en los
2009, 2014, 2015y 2019, la abundancia por AMERB se observa estable durante el periodo de estudio
bajo una media de 4 millones de individuos (Figuras 1.9ay 1.9b).

Tabla 1.6. Numero de evaluaciones directas para los recursos chorito, cholga y choro zapato, en las
AMERB de las comunas de Cochamo y Puerto Varas (Fiordo Reloncavi), Hualaihué y Castro entre los
afos 2006 y 2019 registradas en el Seguimiento de Pesquerias Bajo Régimen de Areas de Manejo.

o . Choro

N° | Comuna Nombre AMERB Chorito | Cholga Zapato

1 |Castro Canal Dalcahue Sector B 2

2 | Cocham6 Bahia Sotomé Sector A 6 6

3 | Cochamé Bahia Sotom6 Sector B 6 6

4 | Cochamé Cascajal Sector A 4 4

5 | Cochamé Islote Poe 7 7

6 | Cochamé Marimelli Sector A 7 7

7 | Cocham6 Marimelli Sector B 6 6

8 | Cochamé Pocoihuén Sector B 8 7

9 | Cochamé Pocoihuén Sector C 6 6

10 | Cochamé Pocoihuén Sector D 6 6

11 | Cochamé Pueblo Hundido Sector D 1 1

12 | Cochamé Punta Relonhue 7 7

13 | Cochamé Relonhué 6 6

14 | Cochamé Rio Puelo Sector A 1

15 | Cochamé Rio Puelo Sector B 1

16 | Cochamé Yates Sector B 2 2

17 | Cochamé Yates Sector C 2 2

18 | Puerto Varas Cululir Sector A 4 7

19 | Puerto Varas Cululir Sector B 4 7
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o . Choro
N° | Comuna Nombre AMERB Chorito | Cholga Zapato
20 | Puerto Varas Peninsula Rollizo 6 6
21 | Hualaihué Aulen 3 6
22 | Hualaihué Baltazar 4 5
23 | Hualaihué Cholgo Sector A 6
24 | Hualaihué Cholgo Sector C 5 5
25 | Hualaihué Contao Sector A 1 1
26 | Hualaihué Entre Rios 3
27 | Hualaihué Este Puntilla Pichicolu 4 4
28 | Hualaihué Estero Rolecha Sector A 3
29 | Hualaihué Estero Rolecha Sector B 4
30 |Hualaihué Isla Linguar 2 3
31 | Hualaihué Isla Llanchid Sector A 3 4
32 | Hualaihué Isla Llanchid Sector B 2
33 | Hualaihué Isla Llanchid Sector C 3 3
34 | Hualaihué Isla Manzano 7
35 | Hualaihué Isla Toro Sector B 5 5
36 | Hualaihué La Arena Sector B 2 2
37 | Hualaihué La Poza 3
38 | Hualaihué Lleguiman Sector A 5
39 | Hualaihué Lleguiman Sector B 1
40 | Hualaihué Mafiihueico Sector A 7 7
41 | Hualaihué Mafihueico Sector B 8 8
42 | Hualaihué Mafihueico Sector C 4
43 | Hualaihué Norte Punta Calle 5 5
44 | Hualaihué Pichicolu Sector A 6 7
45 | Hualaihué Pichicolu Sector B 3 6
46 | Hualaihué Puerto Bonito Sector A 7 7
47 | Hualaihué Puerto Bonito Sector B 5 5
48 | Hualaihué Puerto Bonito Sector C 1
49 | Hualaihué Puntilla Pichicolu 5 7
50 | Hualaihué Puntilla Quillon Sector A 5 7
51 | Hualaihué Puntilla Quillon Sector B 5 5
52 | Hualaihué Quetén Sector A 1 1
53 | Hualaihué Quetén Sector B 5 5
54 | Hualaihué Quiacas Sector A 2 2
55 | Hualaihué Quiacas Sector B 3 4
56 | Hualaihué Quiacas Sector C 3
57 | Hualaihué Quiacas Sector D 3 6
58 | Hualaihué Quiacas Sector E 3 6
59 | Hualaihué San Pedro Del Manzano 6
60 | Hualaihué Tentelhue Sector A 5
61 | Hualaihué Tentelhue Sector B 5
62 | Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A 5 5
63 | Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B 6 6
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Figura 1.9a. Densidad media y abundancia estimada para Mytilus chilensis (A, B) y Aulacomya atra
(C, D) de las evaluaciones directas en AMERB en las comunas de Cocham¢ y Puerto Varas en la zona
Fiordo Reloncavi.
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Figura 1.9b. Densidad media y abundancia estimada para Mytilus chilensis (A, B) y Aulacomya atra
(C, D) de las evaluaciones directas en AMERB de la comuna de Hualaihue.

3.3.25.  Programa de monitoreo y vigilancia sobre la disponibilidad larval de

mitilidos para la sustentabilidad de la actividad de acuicultura en la zona sur
austral de Chile

Desde el afio 2013, el Instituto de Fomento Pesquero ejecuta un programa de monitoreo en el que se
estima la abundancia de larvas de mitilidos, junto con otras variables ambientales, en sectores de
interés para la captacion de semillas de chorito. La red de monitoreo contempla 5 estaciones ubicadas
en las areas de interés de este estudio (Figura 1.10), Cochamé y Yates, ubicadas en el Fiordo
Reloncavi y monitoreadas desde marzo de 2016, Hornopirén y Pichicolo, ubicadas en la comuna de
Hualaihué y monitoreadas desde marzo de 2016, Estero Castro, ubicada en la comuna de Castro y
monitoreada desde marzo de 2019. En esta seccion se presenta una breve descripcion de la
variabilidad temporal de las variables monitoreadas.
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Figura 1.10. Ubicacion geografica de las estaciones de muestreo del programa de monitoreo de larvas
de mitilidos ejecutado por el IFOP, ubicadas en el Fiordo Reloncavi (Cochamo y Yates), comuna de
Hualaihué (Hornopirén y Pichicolo) y comuna de Castro (Estero Castro).
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Los materiales y métodos utilizados por el programa de monitoreo pueden ser revisados en detalle en
Segura et al. (2023), pero a continuacion se describen brevemente las variables consideradas. En
cada estacion de monitoreo se realizan muestreos con una frecuencia de ~ 10 dias durante primavera
y verano, con una disminucion en la frecuencia de muestreo en otofio e invierno. En cada muestreo,
se estima la temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua mediante lances
verticales de CTD. Ademas, se toman muestras integradas (0-10 m) de fitoplancton con una manguera
y se estima la abundancia de diatomeas y dinoflagelados a nivel de especie, las que posteriormente
son transformadas en biomasa mediante microscopia (e.g., Harrison et al., 2015), estimando el
biovolumen de cada taxa (Sun & Liu, 2003) y su contenido de carbono con relaciones biovolumen-
carbono (Menden-Deuer & Lessard, 2000). Para determinar la composicion de la biomasa
fitoplanctonica se estimo el aporte a la biomasa total de los principales géneros de diatomeas:
Thalassiosira (Thal), Chaetoceros (Chae), Rhizosolenia (Rhiz), Skeletonema (Skel), Pseudonitzschia
(Pseu), Guinardia (Guin), Navicula (Navi), Leptocylindrus (Lept), Ditylum (Dyti), Coscinodiscus (Cosc),
Eucampia (Euca), Detonula (Deto), Cerataulina (Cera), Stephanopyxis (Step), ademas de un
conglomerado de otras diatomeas (diat) y dinoflagelados (dino). Finalmente, las larvas de mitilidos son
muestreadas a través de lances verticales (0-15 m) con una red de zooplancton y a abundancia de las
distintas especies y estadios son estimadas bajo microscopio estereoscopico utilizando guias de
identificacion disponibles en la literatura (Ramorino & Campos, 1983; Campos & Ramorino, 1990;
Bellolio et al., 1994; Diaz & Campos, 2014; Opazo et al., 2015).

Fiordo Reloncavi

Desde el 12 de marzo de 2016, el programa de monitoreo de larvas de mitilidos ha realizado 233
muestreos en sus estaciones del Fiordo Reloncavi: Cochamo y Yates (Figuras 1.11y 1.12). Durante
este periodo, se evidencia una marcada estacionalidad en la temperatura de los primeros 20 m de la
columna de agua, especialmente en superficie. A 1 m de profundidad, la temperatura varié 14,8 °C en
Cochamo (6,6 a 21,4 °C, promedio: 13,9 °C) y 12,8 °C en Yates (7,1 a 19,9 °C, promedio: 13,1 °C),
mientras que a 10 y 20 m de profundidad las variaciones fueron mucho menores (5,3 y 3,0 °C en
Cochamd, 5,9 y 3,0 °C en Yates). En ambas estaciones el ciclo estacional se caracteriza por un
calentamiento asociado al registro de temperaturas sobre los 12 °C en primavera, superando los 16
°C en verano en los 5 m superficiales y disminuyendo bajo los 12 °C en otofio. Durante invierno, las
temperaturas mas bajas (< 10 °C) se encuentran en superficie producto de la presencia de agua dulce.

La salinidad también muestra patrones muy similares en ambos sitios del Fiordo Reloncavi, siendo la
principal caracteristica la presencia de una capa de agua estuarina (< 30 psu) que se extiende hasta
los 5-10 m de profundidad. A 1 m de profundidad, la salinidad vari6 30,8 psu en Cochamo (1,2 a 32,0
psu, promedio: 9,8 psu) y 26,0 psu en Yates (2,2 a 28,2 psu, promedio: 8,9 psu), mientras que a 10y
20 m las variaciones fueron mucho menores (8,9 y 2,5 psu en Cochamd, 6,5y 2,6 en Yates). Si bien
no se observa un patron estacional tan claro como en la temperatura, si es posible observar que en
general, durante primavera se observan las menores salinidades superficiales (< 5 psu) y en verano
la capa estuarina alcanza su maxima profundidad (~ 10 m).

Tanto la abundancia como la biomasa fitoplanctonica presentan amplias variaciones en Cochamo (1
a24.506 células mL1y0,2a1.483 ug C L)y Yates (2 a 20.092 células mL1y 0,1 a 1.021 pg C L1).
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En promedio para el periodo monitoreado, ambas estaciones presentan valores similares en
abundancia y biomasa (Cochamo: 1.352 células mL-1y 93,4 ug C L1; Yates: 1.259 células mL1y 90,1
Mg C L), Estimaciones de biomasa fitoplanctonica asociadas a floraciones (e.g, > 100 pg L) han
sido registradas en todas las estaciones del afio, pero con mayor frecuencia en los muestreos
realizados en primavera y verano (~ 70-80 % de los registros). Con respecto a la composicion a nivel
de géneros, ambas estaciones del Fiordo Reloncavi se caracterizan por la dominancia de los géneros
de diatomeas Skeletonema en primavera, Rhizosolenia en verano y Thalassiosira en invierno (Figuras
111y 1.12).

La abundancia de larvas de mitilidos también presenta grandes fluctuaciones en las estaciones
monitoreadas en el Fiordo Reloncavi (0 a 104.849 larvas m-3 en Cochamo y 0 a 101.875 larvas m-3 en
Yates). Al considerar solo las larvas segregables morfologicamente (i.e., larvas umbonadas y
competentes), es evidente una dominancia de larvas de chorito en Cochamo y Yates (60,6 y 65,7 %
de la abundancia total, respectivamente), seguido por las larvas de cholga (39,3 y 34,3 %) y con un
aporte muy menor de larvas de choro zapato (0,1 y 0,05 %). La abundancia de larvas de mitilidos
muestra un patron de variabilidad estacional, con aumentos de varios ordenes de magnitud en la
abundancia de larvas pre-competentes durante la transicion de invierno a primavera (i.e., inicio de
temporada de desoves). Las larvas competentes de chorito, que son indicador de la disponibilidad
larval para la captacion en colectores y para el reclutamiento en bancos naturales, presentan
abundancias promedio de 867 y 1.004 larvas m-3 en Cochamd y Yates, respectivamente. Estas larvas
presentan una marcada estacionalidad, con pocas presencias durante invierno y las mayores
abundancias (> 100 larvas m-, hasta ~ 1.500 larvas m-3) durante primavera. Este patron estacional ha
presentado variaciones interanuales tanto en las abundancias registradas (e.g., primavera 2019) como
en el periodo de maximas abundancias (e.g., verano 2021) (Figuras 1.11y 1.12).
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Figura 1.11. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua, abundancia y biomasa fitoplanctonica,
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monitoreo Cochamo, ubicada en el Fiordo Reloncavi. Ejes de biomasa fitoplancténica y abundancia de larvas de mitilidos en escala logaritmica. Lineas
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de monitoreo de larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP.
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Figura 1.12. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua, abundancia y biomasa fitoplanctonica,
grupos dominantes de la biomasa fitoplanctonica, y abundancia de larvas de mitilidos pre-competentes y competentes, obtenidas en la estacion de
monitoreo Yates, ubicada en el Fiordo Reloncavi. Ejes de biomasa fitoplancténica y abundancia de larvas de mitilidos en escala logaritmica. Lineas
punteadas verticales indican la transicion entre estaciones del afio (celeste: otofio, azul: invierno, naranjo: primavera, rojo: verano). Fuente: programa
de monitoreo de larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP.
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Comuna de Hualaihué

Desde el 11 de marzo de 2016, el programa de monitoreo de larvas de mitilidos ha realizado 230
muestreos en sus estaciones de la comuna de Hualaihué: Hornopirén y Pichicolo (Figuras 1.13 'y
1.14). La temperatura en Hornopirén y Pichicolo muestra un patron de variabilidad estacional muy
similar al observado en las estaciones del Fiordo Reloncavi. A 1 m de profundidad, la temperatura
vario 11,6 °C en Hornopirén (8,0 a 19,6 °C, promedio: 14,1 °C) y 11,3 °C en Pichicolo (8,6 a 19,9 °C,
promedio: 14,0 °C), presentando mayores temperaturas superficiales en invierno que en las
estaciones del Fiordo Reloncavi. Por su parte, las variaciones de temperatura registradas en 10 y 20
m (6,5 y 5,4 °C en Hornopirén, 7,0 y 5,8 °C en Pichicolo) fueron mayores a las registradas en las
mismas profundidades en las estaciones del Fiordo Reloncavi, debido a un mayor calentamiento en
profundidad durante primavera y verano.

Los registros de salinidad en Hornopirén y Pichicolo también muestran la presencia de aguas
estuarinas (< 30 psu), aunque con salinidades superficiales mucho mayores a las registradas en las
estaciones del Fiordo Reloncavi. A 1 m de profundidad, la salinidad varié 24,8 su en Hornopirén (7,6
a 32,4 psu, promedio: 25,8 psu) y 23,5 psu en Pichicolo (9,1 a 32,7 psu, promedio: 28,1 psu), mientras
que a 10 y 20 m las fluctuaciones fueron mucho menores (5,5 y 3,4 psu en Hornopirén, 5,2 y 3,6 psu
en Pichicolo). Otra diferencia con respecto a las estaciones del Fiordo Reloncavi es que no se observa
un patron estacional tan marcado en la salinidad superficial ni en la profundidad de la capa estuarina.

Al igual que en las estaciones del Fiordo Reloncavi, la abundancia y biomasa fitoplanctonica han
presentado grandes fluctuaciones durante el periodo monitoreado en Hornopirén (1 a 7.218 células
mL1y 0,1a6.275 ug C L) y Pichicolo (1 a 9.444 celulas mL1y 0,2 a 1.201 ug C L1). No obstante,
en promedio la abundancia es menor y la biomasa es mayor a lo registrado en las estaciones del
Fiordo Reloncavi (Hornopirén: 618 células mL-1y 150,0 pg C LL; Pichicolo: 596 células mL1y 112,0
Mg C L1). Estas diferencias se asocian a que en estas estaciones no se observa la dominancia de
diatomeas del género Skeletonema, las que son muy abundantes en el Fiordo Reloncavi y no
producen un aumento proporcional en la biomasa producto de su pequefio tamafio celular (~ 8,4 um).
Finalmente, en estas estaciones de monitoreo también se han registrado estimaciones de biomasa
fitoplanctonica asociadas a floraciones (e.g., > 100 pg C L1) en todas las estaciones del afio, aunque
con mayor frecuencia en primavera y verano (~ 60-70 % de los registros) (Figuras 1.13y 1.14).

La abundancia de larvas de mitilidos presenta fluctuaciones similares a las observadas en las
estaciones del Fiordo Reloncavi (0 a 93.565 larvas m-3 en Hornopirén y 0 a 117.746 larvas m= en
Pichicolo). Sin embargo, en estas estaciones la dominancia de larvas de chorito no es tan aparente
(52,6 %y 52,7 % de la abundancia total en Hornopirén y Pichicolo, respectivamente) ya que las larvas
de cholga contribuyen un porcentaje similar de la abundancia total (47,2 y 47,1 %). La abundancia de
larvas competentes de chorito también muestra el patron estacional observado en el Fiordo Reloncavi,
aunque con menores abundancias promedio (26,8 y 28,6 larvas m-3) y maximas registradas (420 y
485 larvas m3) (Figuras 1.13y 1.14).
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Figura 1.13. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua, abundancia y biomasa fitoplancténica,
grupos dominantes de la biomasa fitoplancténica, y abundancia de larvas de mitilidos pre-competentes y competentes, obtenidas en la estacion de
monitoreo Hornopirén, ubicada en la comuna de Hualaihué. Ejes de biomasa fitoplanctonica y abundancia de larvas de mitilidos en escala logaritmica.
Lineas punteadas verticales indican la transicion entre estaciones del afio (celeste: otofio, azul: invierno, naranjo: primavera, rojo: verano). Fuente:
programa de monitoreo de larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP.
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Figura 1.14. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua, abundancia y biomasa fitoplanctonica,
grupos dominantes de la biomasa fitoplanctonica, y abundancia de larvas de mitilidos pre-competentes y competentes, obtenidas en la estacion de
monitoreo Pichicolo, ubicada en la comuna de Hualaihué. Ejes de biomasa fitoplanctonica y abundancia de larvas de mitilidos en escala logaritmica.
Lineas punteadas verticales indican la transicion entre estaciones del afio (celeste: otofio, azul: invierno, naranjo: primavera, rojo: verano). Fuente:
programa de monitoreo de larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP.
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Comuna de Castro

Desde el 27 de marzo de 2019, el programa de monitoreo de larvas de mitilidos ha realizado 144
muestreos en la Unica estacion ubicada en la comuna de Castro: Estero Castro (Figura 1.15). En el
Estero Castro también se ha podido observar un patron estacional en la temperatura de los 20 m
superficiales de la columna de agua, aunque menos marcado que en las estaciones del Fiordo
Reloncavi y la comuna de Hualaihué. A 1 m de profundidad, la temperatura fluctu6 9,0 °C (8,9 a 17,9
°C, promedio: 12,5 °C) durante el periodo de estudio, mientras que a 10 y 20 m de profundidad la
temperatura varié 6,4 y 3,9 °C, respectivamente. La aparicion de aguas con temperaturas > 12 °C
durante primavera y su desaparicion durante otofio limita el periodo del afio con las mayores
temperaturas, al igual que en los sectores descritos anteriormente.

A diferencia de lo observado en las estaciones del Fiordo Reloncavi y de la comuna de Hualaihué, en
el Estero Castro practicamente no se registro la presencia de aguas estuarinas y las fluctuaciones de
salinidad fueron mucho menores. A 1 m de profundidad, la salinidad vari6 5,4 psu (27,9 a 33,3 psu,
promedio: 31,7 psu) en todo el periodo de estudio, mientras que a 10 y 20 m vari6 2,0 y 1,6 psu,
respectivamente.

La abundancia fitoplanctdnica varié entre 1y 10.286 células mL1 y la biomasa fitoplanctonica vario
entre 0,03 y 996 ug C L, con valores promedio similares a los registrados en las estaciones de la
comuna de Hualaihue (548 células mL-1y 101,0 ug C L1). Aligual que en esas estaciones, la biomasa
fitoplanctonica estuvo dominada por varios géneros de diatomeas, pero sin un aporte relevante de
Skeletonema, a diferencia de lo observado en las estaciones del Fiordo Reloncavi (Figura 1.15).

La abundancia de larvas de mitilidos fluctud entre 0 y 36.612 larvas m-, abundancia méaxima menor a
las registradas en las estaciones descritas anteriormente. Otra diferencia notable con respecto a las
estaciones del Fiordo Reloncavi y de la comuna de Hualaihué es la composicion de especies, con un
aporte mayor de larvas de choro zapato (34 % de la abundancia total), aunque las larvas de chorito
son las dominantes (59,1 %). Las variaciones estacionales en la abundancia de larvas competentes
de chorito son similares a las descritas para las otras zonas estudiadas, aunque las abundancias
promedio (20,8 larvas m-3) y maxima (667,0 larvas m-) son mas similares a las de las estaciones de
Hualaihué, y menores a las registradas en el Fiordo Reloncavi (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Series de tiempo de temperatura y salinidad de los 20 m superficiales de la columna de agua, abundancia y biomasa fitoplanctonica,
grupos dominantes de la biomasa fitoplancténica, y abundancia de larvas de mitilidos pre-competentes y competentes, obtenidas en la estacion de
monitoreo Estero Castro, ubicada en la comuna de Castro. Ejes de biomasa fitoplancténica y abundancia de larvas de mitilidos en escala logaritmica.
Lineas punteadas verticales indican la transicion entre estaciones del afio (celeste: otofio, azul: invierno, naranjo: primavera, rojo: verano. Fuente:
programa de monitoreo de larvas de mitilidos ejecutado por el IFOP.
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Sistematizacién de la informacién

Con la informacion recopilada bancos naturales de Mytilus chilensis se elabor6 una tabla resumen que
sistematiza la informacion de publicaciones y proyectos para los sectores Fiordo Reloncavi y comuna
de Hualaihué, y en donde se incluye el nombre del proyecto, fuente, metodologia utilizada para la
recoleccion de informacion, y el resultado de la densidad media de la estacion monitoreada en cada
uno de los sectores y su evolucion en el tiempo (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Tabla resumen de informacion de publicaciones y proyectos para los sectores Fiordo
Reloncavi y comuna de Hualaihué, densidad media estimada y su evolucion en el tiempo.

. . ~ Ne Densidad
Sector Amerb/Sitio Nombre Proyecto Fuente Metodologia afo estaciones | media
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 20 397
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 32 57
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 33 56
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 44 51
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 30 85
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 24 276
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 20 379
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 34 360
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 48 309
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 48 84
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 40 80
Fiordo Reloncavi | Bahia Sotomd Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 24 125
Fiordo Reloncavi | Cascajal Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2014 24 1790
Fiordo Reloncavi | Cascajal Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2016 820
Fiordo Reloncavi | Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 10 27
Fiordo Reloncavi | Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 36 87
Fiordo Reloncavi | Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 38 132
Fiordo Reloncavi Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 46 77
Fiordo Reloncavi | Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 32 538
Fiordo Reloncavi Islote Poe Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 12 371
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 19 2
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 20 367
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 12 50
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 36 84
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 15 136
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 16 140
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 19 2
Fiordo Reloncavi Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 12 23
Fiordo Reloncavi Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 12 140
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 58 124
Fiordo Reloncavi Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 24 94
Fiordo Reloncavi | Marimelli Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 66
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 24 84
Fiordo Reloncavi Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 24 137
Fiordo Reloncavi Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 24 97
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 70 99
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 24 92
Fiordo Reloncavi Pocoihuén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 16 157
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 360 67
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Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 24 128
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 49 167
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 30 110
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2018 16 227
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 400 78

Fiordo Reloncavi Pocoihuén Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 12 157
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 61 186
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 16 336
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 40 280
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 42 311
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 50 330
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 56 250
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 67 308
Fiordo Reloncavi | Punta Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 31 415
Fiordo Reloncavi | Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 20 443
Fiordo Reloncavi | Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 28 352
Fiordo Reloncavi | Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 45 364
Fiordo Reloncavi | Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 48 527
Fiordo Reloncavi Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 34 254
Fiordo Reloncavi Relonhue Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 12 451
Fiordo Reloncavi | Rio Puelo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2018 1

Fiordo Reloncavi | Rio Puelo Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 36 1

Fiordo Reloncavi | Yates Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 52 253
Fiordo Reloncavi | Yates Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 47 334
Fiordo Reloncavi | Yates Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2018 60 8

Hualaihué Aulen Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 125 72

Hualaihué Aulen Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 19 3

Hualaihué Aulen Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 83 21

Hualaihué Baltazar Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 75 54

Hualaihué Baltazar Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 60 246
Hualaihué Baltazar Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 60 579
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 66 656
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2011 78 208
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2012 90 104
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2014 161 148
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2016 26 302
Hualaihué Cholgo Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 88 309
Hualaihué Cholgo Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2007 16 118
Hualaihué Cholgo Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2011 66 1412
Hualaihué Cholgo Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2013 60 280
Hualaihué Cholgo Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2014 20 149
Hualaihué Cholgo Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2017 16 433
Hualaihué Entre Rios Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 16 14

Hualaihué Entre Rios Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 20 41

Hualaihué Este Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 87 368
Hualaihué Este Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 66 75

Hualaihué Este Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2012 140 594
Hualaihué Este Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 45 401
Hualaihué Isla Linguar Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2015 60 169
Hualaihué Isla Linguar Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 60 172
Hualaihué Isla Llanchid Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 6 131
Hualaihué Isla Llanchid Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 48 92

Hualaihué Isla Llanchid Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 48 225
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Hualaihué Isla Llanchid Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 100 2
Hualaihué Isla Llanchid Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 56 26
Hualaihué Isla Llanchid Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 52 187
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 150 643
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 29 906
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 45 622
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 41 549
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 181 468
Hualaihué Isla Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 40 47
Hualaihué Isla Toro Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 12 296
Hualaihué Isla Toro Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 21 415
Hualaihué Isla Toro Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2012 10 82
Hualaihué Isla Toro Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 60 126
Hualaihué Isla Toro Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 60 277
Hualaihué La Arena Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 36 157
Hualaihué La Arena Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 48 152
Hualaihué Mafiihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 35 26
Hualaihué Mafiihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 45 25
Hualaihué Mafihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2012 40 43
Hualaihué Mafiihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 51 68
Hualaihué Mafiihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 60 43
Hualaihué Mafiihueico Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 52 265
Hualaihué Mafihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 61 2
Hualaihué Mafihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 50 5
Hualaihué Mafihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 24 29
Hualaihué Mafiihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 131 81
Hualaihué Mafiihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2015 33 79
Hualaihué Mafihueico Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 12 402
Hualaihué Norte Punta Calle Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 77 62
Hualaihué Norte Punta Calle Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 90 9
Hualaihué Norte Punta Calle Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 90 15
Hualaihué Norte Punta Calle Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 90 47
Hualaihué Norte Punta Calle Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 8 90
Hualaihué Pichicolu Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 60 26
Hualaihué Pichicolu Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 12 1143
Hualaihué Pichicolu Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 15 759
Hualaihué Pichicolu Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 40 47
Hualaihué Pichicolu Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 10 286
Hualaihué Pichicolu Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 120 267
Hualaihué Pichicolu Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 150 318
Hualaihué Pichicolu Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 52 322
Hualaihué Puerto Bonito Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 48 3758
Hualaihué Puerto Bonito Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 36 95
Hualaihué Puerto Bonito Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2012 39 62
Hualaihué Puerto Bonito Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 64 309
Hualaihué Puerto Bonito Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 80 138
Hualaihué Puerto Bonito Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 54 355
Hualaihué Puerto Bonito Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 60 111
Hualaihué Puerto Bonito Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2012 60 87
Hualaihué Puerto Bonito Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 66 454
Hualaihué Puerto Bonito Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 13 242
Hualaihué Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 10 457
Hualaihué Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 38 68
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Hualaihué Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 66 103
Hualaihué Puntilla Pichicolu Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 42 134
Hualaihué Puntilla Quillén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2010 46 28
Hualaihué Puntilla Quillén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2011 66 44
Hualaihué Puntilla Quillén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2013 80 129
Hualaihué Puntilla Quillén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2016 45 95
Hualaihué Puntilla Quillén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2018 80 186
Hualaihué Puntilla Quillén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2009 51 0

Hualaihué Puntilla Quillén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2011 75 186
Hualaihué Puntilla Quillén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 81 112
Hualaihué Puntilla Quillén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2015 73 156
Hualaihué Puntilla Quillén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2017 88 221
Hualaihué Quetén Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2009 162 16
Hualaihué Quetén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2009 268 28
Hualaihué Quetén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2010 268 17
Hualaihué Quetén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2013 300 0

Hualaihué Quetén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2014 144 10
Hualaihué Quetén Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2018 60 77
Hualaihué Quiacas Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2016 45 171
Hualaihué Quiacas Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2017 20 264
Hualaihué Quiacas Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2014 36 79
Hualaihué Quiacas Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2017 12 279
Hualaihué Quiacas Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2015 45 823
Hualaihué Quiacas Sector C Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2017 15 257
Hualaihué Quiacas Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2007 18 48
Hualaihué Quiacas Sector D Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2012 48 109
Hualaihué Quiacas Sector E Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2010 66 75
Hualaihué Quiacas Sector E Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2012 45 114
Hualaihué San Pedro Del Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 324 9

Hualaihué San Pedro Del Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2008 700 5

Hualaihué San Pedro Del Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 330 20
Hualaihué San Pedro Del Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 330 17
Hualaihué San Pedro Del Manzano Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 217 29
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 210 17
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 250 14
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 250 11
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2014 19 166
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector A | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 54 336
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 85 134
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 160 78
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 160 23
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 15 99
Hualaihué Weste Isla Pelada Sector B | Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 60 125
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 460 434
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 40 168
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 45 202
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector A Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 60 4

Fiordo Reloncavi | Cululir Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 460 434
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2010 40 168
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 45 202
Fiordo Reloncavi | Cululir Sector B Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2013 66 41
Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2007 154 161
Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2009 48 155
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Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2011 49 146
Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2013 126 20
Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP | Cuadrantes 2015 30 110
Fiordo Reloncavi | Peninsula Rollizo Informe AMERB SUBPESCA/IFOP Cuadrantes 2016 21 115
Fiordo Reloncavi | Punta Alerce Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 3725
Fiordo Reloncavi | Punta Iglesia Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 3297
Fiordo Reloncavi | Corrientes Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 3067
Fiordo Reloncavi | El Cajon Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 2041
Fiordo Reloncavi | Punta Barguillo Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1928
Fiordo Reloncavi | Chaiquén Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1616
Fiordo Reloncavi | Los Pajaros Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1498
Fiordo Reloncavi | Piedra Boyante Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1430
Fiordo Reloncavi | Sector Puelche Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1407
Fiordo Reloncavi | Punta Los Bafios Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1334
Fiordo Reloncavi | Rio Arrayan Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1219
Fiordo Reloncavi | Sector Coitue Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1210
Fiordo Reloncavi | Punta Martin Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1195
Fiordo Reloncavi | Pocoihuén Bajo Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1017
Fiordo Reloncavi | Punta Chaparano Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1010
Fiordo Reloncavi | Punta Mazazo Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 1009
Fiordo Reloncavi | Rio Arena Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 993
Fiordo Reloncavi | Pefia Alta Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 972
Fiordo Reloncavi | El Bosque Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 867
Fiordo Reloncavi | Relonhue Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 863
Fiordo Reloncavi | Central Canutillar Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 567
Fiordo Reloncavi | Piedra La Rana Prospeccion de Bancos | Lizama 2003 Transectos 2003 2 218

Prospeccion y
Fiordo Reloncavi | Boca gg?gji?%ﬁndgebfncos Molinet 2023 Transectos 2013 24 23

naturales FIPA 2014-57

Prospeccion y
Fiordo Reloncavi | Boca ggﬁg’ii‘%ﬁ”dgebfmos Molinet 2023 Transectos | 2015 52 93

naturales FIPA 2014-57

Propuesta

metodoldgica para el
Fiordo Reloncavi | Boca monitoreo de bancos | Molinet 2023 Transectos 2020 7 172

naturales, UACh-

INCAR

Prospeccion y
Fiordo Reloncavi | Cochamé gg?gji?%ﬁndgebfncos Molinet 2023 Transectos 2013 12 3

naturales FIPA 2014-57

Prospeccion y
Fiordo Reloncavi | Cochamé gg?gji?%ﬁndgebfncos Molinet 2023 Transectos 2015 47 63

naturales FIPA 2014-57

Propuesta

metodoldgica para el
Fiordo Reloncavi | Cochamé monitoreo de bancos | Molinet 2023 Transectos 2020 6 90

naturales, UACh-

INCAR
Fiordo Reloncavi | Marimell Z&gﬁf’:{;g'ﬁgg o Molinet 2023 Transectos | 2013 10 37
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Sector Amerb/Sitio Nombre Proyecto Fuente Metodologia afo | oiaciones

Densidad
media

condicién de bancos
naturales FIPA 2014-57

Fiordo Reloncavi | Marimelli

Prospeccion y
evaluacion de la
condicién de bancos
naturales FIPA 2014-57

Molinet 2023 Transectos 2015 79

69

Propuesta
metodoldgica para el

Fiordo Reloncavi | Marimelli monitoreo de bancos Molinet 2023 Transectos 2020 14

naturales, UACh-
INCAR

29

Fiordo Reloncavi | Puelo

Prospeccion y
evaluacion de la
condicién de bancos
naturales FIPA 2014-57

Molinet 2023 Transectos 2013 15

45

Fiordo Reloncavi | Puelo

Prospeccion y
evaluacion de la
condicién de bancos
naturales FIPA 2014-57

Molinet 2023 Transectos 2015 58

94

Propuesta
metodoldgica para el

Fiordo Reloncavi | Puelo monitoreo de bancos Molinet 2023 Transectos 2020 13

naturales, UACh-
INCAR

62

Definicién de Criterios

Hualaihué Cochamé Bioldgicos... FIPA Leiva et al., 2007 Transectos 2007 5

2005-18

348

Definicién de Criterios

Fiordo Reloncavi | Pichicolo Bioldgicos... FIPA Leiva et al., 2007 Transectos 2007 6

2005-18

76

3.3.3. Recopilar, analizar y sistematizar la informacion oceanografica y ambiental
disponible, sobre el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro.

3.3.3.1.  Programa de observacion del ambiente litoral (POAL)

El Programa de observacion del ambiente litoral (POAL) de la Direccion de intereses maritimos y
medio ambiente acuatico de la DIRECTEMAR y elaborado para dar cumplimiento a lo establecido en
el Convenio y Protocolo para la proteccion del medio ambiente y la zona costera del pacifico sudeste
(CPPS), tiene como objetivo el seguimiento de las condiciones ambientales, calidad y mantencion de
sus servicios ecosistémicos del medio marino y de los ecosistemas costeros, y consiste en la toma de
muestras de agua, sedimento y biota, con el proposito de evaluar las concentraciones de los
principales elementos contaminantes de las distintas actividades que se desarrollan en el borde
costero.

En el marco del POAL, se monitorean un total de 68 parametros para las matrices agua de mar, biota
y sedimento marino, analizando compuestos organicos, hidrocarburos, indicadores, metales pesados,
nutrientes y granulometria (Tabla 1.8).

El monitoreo debe realizarse dos veces al afio entre los meses de abril-mayo y octubre-noviembre, y
en el area de estudio se muestrean los cuerpos de agua Seno Reloncavi y Castro entre los afios 2001
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y 2022, la comuna de Hualaihué no presenta registros. En el Seno de Reloncavi el monitoreo se ha
realizado en un total de 8 sectores, destacando los sectores de Boca Estero Reloncavi y Caleta la
Arena quienes presentan la mayor serie de tiempo, 5 sectores presentan monitoreos solo en los
ultimos 3 afios y 1 sector en los Ultimos dos afios (Tabla 1.9). En el rea de Castro se han monitoreado
un total de 14 sectores, de los cuales Boya de Castro y Rauco, presenta un registro continuo desde el
afio 2003, 8 sectores presentan muestreos entre los afios 2013 y 2022, y los sectores de Punta Pullao
y Yutui, registran informacion los ultimos 3y 2 afios respectivamente (Tabla 1.9).

En el cuerpo de agua de Castro, el monitoreo de las matrices agua de mar y sedimento marino
presenta una serie de tiempo desde el afio 2003, en tanto que la matriz biota presenta registros a partir
del afio 2013, por otro lado, en el Seno Reloncavi el monitoreo de las matrices agua de mar y biota
comienzan afio 2001 y para el sedimento marino a partir del afio 2019 (Tabla 1.10).

Tabla 1.8. Resumen de pardmetros segun su tipo y matriz para los cuerpos de agua Seno Reloncavi
y Castro en el marco del Programa de Observacion del ambiente litoral (POAL).

MATRIZ TIPO PARAMETRO UNIDAD
Con)p.uestos Aceites y Grasas mg/L
organicos
Acenafteno ug/L
Acenaftileno ug/L
Antraceno ug/L
Benzo(a)antraceno ug/L
Benzo(a)pireno ug/L
Benzo(b)fluoranteno ug/L
Benzo(ghi)perileno ug/L
Benzo(K)fluoranteno ug/L
Coliformes Fecales NMP/100 ml
Criseno ug/L

Hidrocarburos Dibenzo(a,h)antraceno ug/L
Fenantreno ug/L

Agua de Mar Fluoranteno ug/L

Fluoreno ug/L
HAPs ug/L
Hidrocarburos fijos mg/L
Hidrocarburos Totales mg/L
Hidrocarburos volatiles mg/L
Indeno(1 2 3-cd)pireno ug/L
Naftaleno ug/L
Pireno ug/L
Coliformes Fecales NMP/100 ml
DBO5 20C mg/L

Indicadores Oxigeno Disuelto mg/L
Solidos Disueltos y mgiL
Suspendidos

Metales pesados Arsénico Disuelto mg/L - ug/L
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MATRIZ TIPO PARAMETRO UNIDAD
Cadmio Disuelto mg/L - ug/L
Cadmio Total ug/L
Cobre Disuelto mg/L - ug/L
Cobre Total ug/L
Cromo Disuelto mg/L - ug/L
Cromo Total ug/L
Mercurio Disuelto mg/L - ug/L
Mercurio Total ug/L
Plomo Disuelto mg/L - ug/L
Plomo Total ug/L
Zinc Disuelto ug/L
Zinc Total ug/L
Amonio mg/L - ug/L
Fosfato mg/L
Fosforo Total mg/L
Nitrato mg/L - ppm
. Nitrito mg/L - ppm
Nutrientes Nitrito mas Nitrato (lagos) mg/L
Nitrégeno Total Kjeldahl mg/L
Nitrégeno-Amonio ppm
Nitrégeno-Nitrato mg/L
P - Fosfato mg/L
Hidrocarburos Hidrocarburos Totales mg/kg
Indicadores Coliformes Fecales NMP/100 g
Humedad 35C - 105C ma/kg
Arsénico Total mg/kg
Cadmio Total ma/kg
Biotas Cobre Total mg/kg
Metales pesados Cromo Total ma/kg
Mercurio Total mg/kg
Plomo Total mg/kg
Zinc Total ma/kg
. Fosforo Total mg/kg
Nutrientes Nitrdgeno Total Kjeldahl | mg/kg
Compuestos Carbono Organico Total %
organicos Materia Organica %
Arena Fina 0.125mm %
Arena Gruesa 0.5 %
Arena Media 0.25mm %
Granulometria Arena Muy Fina 0.063mm %
Arena Muy Gruesa 1.0mm | %
Sedimento Marino Fango %
Grava Muy Fina 2.0mm %
Fluoreno ma/kg
HAPs mg/kg
. HF C34-C50 mglkg
Hidrocarburos Hidrocarburos Totales mg/kg
Indeno(1 2 3-cd)pireno ma/kg
Naftaleno mg/kg
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MATRIZ TIPO PARAMETRO UNIDAD
Pireno ma/kg
Xileno ma/kg
Humedad 35 C - 105C %
. HV C5-C10 ma/kg
Indicadores PCBs Lo/Kg
Pentaclorofenol ma/kg
Arsénico Total mg/kg
Cadmio Total ma/kg
Cobre Total ma/kg
Metales pesados Cromo Total ma/kg
Mercurio Total mg/kg
Plomo Total ma/kg
Zinc Total ma/kg
Fosforo Total ma/kg
Nutrientes Nitrégeno Total y Total ma/k
Kieldahl 9kg
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Tabla 1.9. Sectores de muestreo y serie de tiempo de monitoreo en los cuerpos de agua Seno Reloncavi y Castro en el marco del Programa de
Observacion del ambiente litoral (POAL).

CUARFO SECTOR DE
DE 2001 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2019 | 2021 | 2022
AGUA MUESTREO
Boca Estero Reloncavi X X X X X X X X X X X X X X X
Caleta Gutiérrez X X X
Caleta La Arena X X X X X X X X X X X X X X X
SENO Morro Chico X X X
RELONCAVI Morro Hornos X X
Punta Alerce X X X
Punta Barquillo X X X
Yerbas Buenas X X X
Boya Castro X X X X X X X X X X X X X X X X X
Linlinao X X X X X X X X
Palafitos Pedro Montt X X X X X X X X
Puente Ten Ten X X X X X X X X
Pullao X X X X X X X X
Punta Linlinao X X X X X X X X
Punta Pullao X X X
CASTRO Punta Tenten X X X X X X X X
Putemdn 1 X X X X X X X X
Putemdn 2 X X X X X X X X
Putemtn Control X X X X X X X X
Putemun Ifop X X X X X X X X
Rauco X X X X X X X X X X X X X X X X
Yutui X X
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Tabla 1.10. Serie de tiempo de monitoreo segun tipo de analisis y matriz en los cuerpos de agua Seno Reloncavi y Castro en el marco del Programa
de Observacion del ambiente litoral (POAL).

CUiRGI;OADE MATRIZ TIPO DE ANALISIS | 2001 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2019 | 2021 | 2022
Compuestos organicos | X X X X X X X X X
Hidrocarburos X X X X X X X X X X X
Agua de Mar Indicadores X X X X X X X X X X X X X X X X X
Metales pesados X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nutrientes X X X X X X X X X X X X X X X X X
Hidrocarburos X X
SENO Biotas Indicadores X X X X X X X X X X X X
RELONCAVI Metales pesados X X X X X X X X X X X X X X
Nutrientes X X
Compuestos organicos X X X
. Granulometria X X X
Sedimento -
Marino Hidrocarburos X
Metales pesados X X X
Nutrientes X X X
Compuestos organicos X X X X X X X X X
Hidrocarburos X X X X X X X X X X X
Agua de Mar Indicadores X X X X X X X X X X X X X X X X X
Metales pesados X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nutrientes X X X X X X X X X X X X X X X X X
Biotas Indicadores X X X X X
CASTRO Metales pesados X X X X X X X X
Compuestos organicos X X X X X X X X X X X X X X X X
Granulometria X X X X X X X X
Sedimento Hidrocarburos X X X X X X X X X X X
Marino Indicadores X X X X X X X X X X X X
Metales pesados X X X X X X X X X X X X X X X X
Nutrientes X X X X X X X X X X X X X X X X
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3.3.3.2.  Catastro de las actividades que se realizan en el borde costero

En las Figuras 1.16, 1.17 y 1.18 se representan las distintas actividades desarrolladas en el borde
costero del Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro, donde también se incluyen la
presencia de cuerpos de agua, los cuales podrian tener un impacto sobre los bancos naturales y
afectar la permanencia del banco natural (Proyecto GIS, Anexo 1.2). En el borde costero del Fiordo
Reloncavi se identificaron un total de 208 actividades realizadas equivalentes a 2403 ha de superficie
utilizadas, en cuanto a la comuna de Hualaihué las actividades realizadas suman un total 170
equivalentes a 3654 ha de superficie mientras que en la comuna de Castro suman un total de 46
actividades y 1642 ha de superficie, las cuales estan autorizadas por la Subsecretaria de Pesca y
Acuicultura, donde se incluyen Concesiones de Acuicultura, Areas de Manejo, entre otras, y
concesiones del uso del borde costero aprobadas por la Autoridad Maritima (Tabla 1.11).

Tablas 1.11. Numero y superficie utilizada por actividades segun tipo de uso en el borde costero de
las zonas de Fiordo Reloncavi, Hualaihué y Estero Castro.

Zona Tipo de uso Cantidad Su;zﬁ;f)lme
AMERB 24 1488
Fiordo Concesiones acuicultura salménidos 43 287
Reloncavi Concesiones acuicultura moluscos 66 339
Area de colecta de semillas mitilidos 75 289
AMERB 30 2804
G Concesiones acuicultura salménidos 38 326
Hualaihué - -
Concesiones acuicultura moluscos 45 309
Area de colecta de semillas mitilidos 57 215
AMERB 0 0
Concesiones acuicultura salménidos 8 71
Estero Castro (}oncesiones acuiculturg mqu§E:ps 21 112
Area de colecta de semillas mitilidos 15 306
Reserva marina 1 567
Espacio costero marino pueblos originarios 1 586
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Figura 1.16. Mapa del catastro de las actividades realizadas en el borde costero de Fiordo Reloncavi.
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Figura 1.17. Mapa del catastro de las actividades realizadas en el borde costero de Hualaihué.
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Figura 1.18. Mapa del catastro de las actividades realizadas en el borde costero de Castro.
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3.3.4. Analisis de crecimiento de Mytilus chilensis en bancos naturales

Estudios de crecimiento de los moluscos bivalvos de la Region de Los Lagos son también escasos, a
pesar de la importancia econoémica que representan. Se destaca la variacion de crecimiento entre
zonas y tipo de ambiente, es decir crecimiento en banco natural versus crecimiento en sistema
suspendido.

En M. chilensis el crecimiento hasta 5 cm en banco natural varia entre 36 meses a 48 meses (Clasing
et al., 1998). Mientras que en los 80’s en sistema suspendido se alcanzaba 55 mm en un periodo de
14 a 17 meses en la bahia de Yaldad (Chaparro & Winter, 1983), zona que representa uno de los
primeros y mas importantes semilleros en los comienzos de la mitilicultura intensiva en Chiloé (Buzeta
et al., 1988). En 2011, Marambio et al. (2012) observé un periodo de 13 meses para un crecimiento
de 25 mm en un centro de cultivo de Rilan.

Choromytilus chorus muestra un crecimiento acelerado el primer afio en sistema suspendido,
alcanzando 60 mm, luego su crecimiento se desacelera tardando 2 afios en llegar a 10 mm (Lorenzen
etal., 1979; Aracena, 1983).

3.34.1. Estudio de cohortes

La estructura de tallas para el Fiordo Reloncavi presenta una alta variabilidad en el periodo analizado,
con tallas inferiores a 15 mm en las temporadas 2015-2016, 2019-2020 y 2022-2023 y sobre 80 mm
en las temporadas 2011-2012 y 2022-2023, con una estructura bimodal bien marcada entre los 2009
y 2012, y una estructura de tallas uniforme entre los afios 2013 y 2023. Utilizando el criterio de
informacion de Akaike (AIC), los modelos mas informativos identificaron 4 y 7 cohortes por temporada,
con una cohorte principal entre 60 mm y 70 mm entre las temporadas 2009 y 2014, 2016 y 2022,
mientras que en las temporadas 2015-2016 y 2019-2020, la cohorte principal estimada presento una
media de 33 mmy 27 mm, respectivamente (Tabla 1.12, Figura 1.19).

Tabla 1.12. Estimados de los parametros del modelo de cohortes seleccionado en el analisis de la
distribucion de la frecuencia de tallas del recurso Mytilus chilensis para la zona del Fiordo Reloncavi,
entre las temporadas 2009 a 2023. Ee, error estandar.

Temporada | N° Cohortes . Proporcion ' Talla Media Desyiacién Estandar
Estimado Ee Estimado Ee Estimado Ee
1 0,121 0,011 30,541 0,642 6,283 0,518
2 0,030 0,010 27,853 0,401 1,627 0,416
2009-2010 3 0,429 0,243 64,376 1,341 5,773 1,379
4 0,278 0,223 71,155 6,846 10,190 1,795
5 0,143 52,979 2,738 4,890 1,080
1 0,130 0,034 30,707 1,687 6,998 0,998
2 0,083 0,020 28,326 0,298 2,244 0,391
2010-2011 3 0,596 0,084 55,217 1,389 10,797 1,034
4 0,192 59,467 0,824 4,964 1,048
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Temporada | N° Cohortes Proporcion Talla Media Desviacion Estandar
Estimado Ee Estimado Ee Estimado Ee
1 0,038 0,024 27,295 2,700 3,975 1,207
2 0,194 0,081 52,266 1,953 5,277 1,825
3 0,021 0,034 37,304 5,577 4,338 5,674
2011-2012 4 0,064 0,031 59,634 0,368 1,353 0,452
5 0,521 0,241 68,120 1,229 5,639 1,954
6 0,162 80,463 6,336 6,209 2,012
1 0,032 0,019 50,774 0,772 1,911 0,895
2 0,147 0,145 43,659 7,670 9,225 3,779
2013-2014 3 0,602 0,166 62,208 1,487 8,311 0,968
4 0,219 58,029 3,142 16,135 1,899
1 0,070 0,027 22,164 1,250 4,537 0,573
2 0,294 0,108 36,569 1,609 7,314 1,368
3 0,101 0,171 64,593 1,319 4,939 2,683
2014-2015 4 0,060 0,031 54,533 0,597 2,431 0,658
5 0,448 0,168 58,354 6,422 11,324 2,514
6 0,026 79,852 1,510 3,677 0,996
1 0,005 0,001 10,865 0,085 0,491 0,058
2 0,124 0,068 22,822 1,401 4,957 0,462
2015-2016 3 0,499 0,151 32,540 1,298 6,434 0,685
4 0,284 0,200 44,537 3,804 8,359 2,528
5 0,088 59,020 9,502 10,083 2,450
1 0,007 0,003 16,941 0,197 0,513 0,150
2 0,061 0,054 26,263 2,483 3,625 1,001
3 0,015 0,009 39,151 0,340 0,571 0,274
2016-2017 4 0,161 0,207 37,259 2,883 5,089 4,003
5 0,439 0,696 54,447 8,167 7,711 8,566
6 0,120 0,279 62,939 1,404 3,728 2,767
7 0,196 71,174 12,052 8,606 3,267
1 0,006 0,002 14,575 0,686 1,912 0,495
2 0,080 0,020 26,498 1,232 4,032 0,838
2018-2019 3 0,141 0,053 38,055 0,817 3,808 1,061
4 0,381 0,102 51,351 0,914 5,976 1,290
5 0,391 67,074 1,665 7,539 0,722
1 0,049 0,007 11,984 0,214 1,364 0,138
2 0,201 0,079 20,226 1,226 4,109 0,558
2019-2020 3 0,385 0069 | 27,743 1232 5972 0,424
4 0,365 50,624 1132 13,477 0,531
1 0,038 0,012 14,228 0,647 2,545 0,321
2 0,076 0,024 21,134 1,427 4,126 0,673
3 0,258 0,058 35,279 1,046 6,975 1,382
2022-2023 4 0,011 0,013 44,409 1,234 1,602 1,422
5 0,615 0,037 54,844 0,632 8,361 0,377
6 0,002 83,444 2,589 3214 1578
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2015-2016
Tamaro muestra = 11481
Num Cohortes = 5
AIC = 88877
Max.Grad = 4e-05

2016-2017
Tamario muestra = 1232
Num Cohortes = 7
AIC = 10083
Max.Grad = 4e-05

2018-2019
Tamario muestra = 1940
Num Cohortes =5
AIC = 15846
Max.Grad = 4e-05

.

r T T T T 1

2019-2020
Tamario muestra = 4144
Num Cohortes = 4
AIC = 33524
Max.Grad = 2e-05

2022-2023
Tamaro muestra = 5149
Num Cohortes = 6
AIC = 41892

Figura 1.19. Distribucion de tamafios y resultados del anélisis de cohortes de Mytilus chilensis para la
zona Fiordo Reloncavi para los afios 2009 y 2023, mostrando el modelo mas informativo para cada
una de las temporadas analizadas. Lineas azules muestras la distribucion de la proporcién de cada
una de las cohortes. Linea roja muestra la distribucién acumulada. AIC es el criterio de informacion de

Akaike.
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En el area de Hualaihué, la distribucion de tallas varié entre 10 mm y 80 mm entre los afios 2009 y
2020, con una estructura principalmente unimodal con excepcion de las temporadas 2009-2010, 2012-
2013 y 2013-2014, en que la estructura observada presenta una estructura bimodal. El nimero de
cohortes identificadas a través de AIC vario entre 3y 7 cohortes, siendo las temporadas 2010-2011 y
2014-2015, las Unicas en donde el modelo estimado mas informativo fue aquel en donde se
identificaron 7 cohortes. En el area de Hualaihué a diferencia de la zona Fiordo Reloncavi,
principalmente se observan 2 cohortes que contribuyen de manera significativa a la poblacion
muestreada, entre 20-40 mmy entre 50-60mm (Tabla 1.13, Figura 1.20).

Tabla 1.13. Parametros estimados del modelo de cohortes seleccionado para el recurso Mytilus
chilensis para la zona de Hualaihué entre las temporadas 2009 a 2020. Ee, error estandar.

Temporada N° Cohortes Proporcion Talla Media De§viacién Estandar
Estimado Ee Estimado Ee Estimado Ee
1 0,055 0,043 28,766 1,763 2,381 1,423
2 0,070 0,032 32,581 0,396 1,394 0,238
2009-2010 3 0,542 0,106 51,146 0,674 6,800 0,662
4 0,290 0,112 43,809 1,409 11,293 0,680
5 0,043 63,348 0,826 3,054 0,748
1 0,002 0,001 10,995 0,257 0,500 0,179
2 0,246 0,127 32,011 1,052 3,427 1,078
3 0,069 0,106 24,797 5,877 4,034 1,858
2010-2011 4 0,047 0,217 64,256 7,391 4,344 4,046
5 0,132 0,257 40,719 0,946 2,692 2,256
6 0,497 0,507 51,130 1,964 7,126 7,332
7 0,006 79,595 2,743 4,071 1,659
1 0,090 0,037 60,005 1,202 5,563 0,832
2011-2012 2 0,153 0,015 32,015 0,181 2,274 0,210
3 0,757 44 839 0,780 10,166 0,319
1 0,226 0,160 31,679 5,401 6,386 2,756
2 0,079 0,264 42,322 4,254 2,812 4,851
2012-2013 3 0,674 0,453 53,267 4,581 7,828 5417
4 0,022 71,862 32,662 5,733 12,977
1 0,051 0,022 23,931 1,428 3,062 0,727
2 0,288 0,042 33,280 0,343 3417 0,434
2013-2014 3 0,563 0,102 50,988 0,827 7,833 0,531
4 0,074 0,135 41,908 4,364 13,443 3,882
5 0,024 59,694 0,868 1,344 0,774
1 0,073 0,043 22,618 1,446 3,113 0,972
2 0,014 0,004 14,183 0,630 1,837 0,375
3 0,231 0,083 32,639 0,777 4,394 1,632
2014-2015 4 0,554 0,185 51,168 0,778 7,122 2,572
5 0,014 0,012 75,125 3,518 3,877 1,428
6 0,045 0,106 64,773 3,915 4,048 3,677
7 0,068 41,369 0,813 2,226 1,125
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R Proporcion Talla Media Desviacion Estandar
VETEEEE W el Estimado Ee Estimado Ee Estimado Ee
1 0,006 0,002 12,628 0,519 1,118 0,380
2 0,195 0,050 27,403 1,375 5,038 0,697
2015-2016 3 0,223 0,023 38,740 1,289 4,674 0,771
4 0,349 0,300 48,622 6,155 7,287 3,798
5 0,227 59,422 3,710 6,060 0,947
1 0,032 0,037 23,713 1,544 2,836 1,235
2 0,202 0,076 32,711 1,453 5,180 1,653
2015-2017 3 0,341 0,129 45,088 0,886 4,538 0,909
4 0,418 0,097 56,061 1,555 5,973 0,755
5 0,007 78,343 1,517 3,193 1,060
1 0,010 0,005 24,815 0,391 0,916 0,291
2 0,174 0,119 31,660 3,131 5,193 0,952
2018-2019 3 0,388 0,225 43116 1,398 5,636 2,044
4 0,423 0,124 56,223 1,975 6,490 0,796
5 0,005 72,996 0,639 1,099 0,420
1 0,146 0,043 30,385 2,122 5,512 0,998
2 0,123 0,057 39,545 0,863 3,086 0,801
2019-2020 3 0,041 0,016 45,890 0,264 0,850 0,250
4 0,601 0,125 54,279 0,932 6,547 1,523
5 0,090 67,783 3,124 4,322 1,192
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Figura 1.20. Distribucion de tamafios y resultados del anélisis de cohortes de Mytilus chilensis para la
zona de Hualaihué para los afios 2009 a 2020, mostrando el modelo mas informativo para cada una
de las temporadas analizadas. Lineas azules muestras la distribucion de la proporcién de cada una

de las cohortes. Linea roja muestra la distribucion acumulada. AIC es el criterio de informacion de
Akaike.

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 102
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad E‘%

.1 | Instituto de Acuicult
AUStral de Chile ynﬁléd\?ooanelbigglltceu o
Conocimiento y Naturaleza

3.3.4.2.  Asignacion de edad

La asignacion de edades siguiendo la metodologia utilizada por Roa-Ureta (2010) y en donde los
individuos tienden a crecer con la edad y que no es posible dos tallas medias del mismo afio
pertenezcan a la misma cohorte, y asignando como edad cero a las tallas medias inferiores (~10 mm),
permitio la identificacion de 7 edades para las tallas medias obtenidas desde los modelos de mezcla
de distribuciones normales (Tabla 1.14, Figura 1.21).

En la zona Fiordo Reloncavi, el rango de tallas para cada una de las edades vario entre 3 mm en la
edad 1y 13 mmen la edad 5, estimando en la edad 0 un minimo de talla media 7 mm en la temporada
2022-2023 y una talla media maxima en la edad 6 de 84 mm en la temporada 2009-2010 (Tabla 1.14,
Figura 1.21).

En la zona de Hualaihué, en la temporada 2010-2011se estimo talla media menor con una longitud de
11 mm, mientras que en la temporada 2016-2017 se estim6 la maxima talla media con una longitud
de 87 mm. Para cada una de las edades asignadas el rango de tallas varié desde 3 mm en la edad 0
a 15 mmen las edades 3, 4y 6 (Tabla 1.14, Figura 1.21).

Tabla 1.14. Resumen estadistico de tallas medias obtenidas a través del analisis de cohortes de
Mytilus chilensis para las temporadas comprendida los afios 2009 y 2023, en las zonas Fiordo
Reloncavi y Comuna de Hualaihué.

Longitud Media (mm)
Aot Eifd Minimo Promedio Maximo
0 10,9 13,7 16,9
1 20,2 24,7 28,3
Fiordo 2 21,7 35,0 43,7
Reloncavi 3 39,2 49,6 55,2
4 54,4 59,5 67,1
5 62,2 68,7 83,4
6 71,2 77,2 80,5
0 11,0 12,6 14,2
1 22,6 25,8 30,4
Comuna de 2 317 33,7 39,5
Hualaihué 3 40,7 438 48,6
4 51,0 54,4 60,0
5 59,7 67,9 78,3
6 75,1 77,4 79,6
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Figura 1.21. Asignacion de clases de edades de Mytilus chilensis para las tallas medias obtenidas
para cada una de las temporadas a través del analisis de cohortes entre los afios 2009 y 2023 para
las zonas A) Fiordo Reloncavi y B) Hualaihué. El cambio de color desde blanco a gris indica un cambio
en la asignacion de edad.
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3.34.3. Modelo de crecimiento

Los pardmetros estimados para cada uno de los modelos de crecimiento evaluados y zonas se
muestran en la Tabla 1.15. Utilizando el criterio de informacion de Akaike (AIC), para la zona Fiordo
de Reloncavi el modelo seleccionado corresponde al modelo de Schnute, mientras que para la zona
de Hualaihué, menor AIC fue obtenido para el modelo Gompertz, pero con un alto valor estimado del
parametro Lix, siendo el segundo modelo més informativo, al igual que la zona Fiordo Reloncavi, el
modelo de Shcnute (Tabla 1.15). El modelo de crecimiento estimado para cada zona se muestra en
la Figura 1.22.

Tabla 1.15. Parametros estimados, error estandar (Ee) e indice AIC para los Modelos de crecimiento
Von Bertalanfy, Gompertz, Schnute y Tanaka para datos de frecuencia de talla de Mytilus chilensis de
las zonas Fiordo Reloncavi y Hualaihue.

Zona Modelo Parametros | Estimado Ee AIC
Lint 74,0131 0,0282
VonBertalanfy K 0,3176 0,0335 770
to 0,7134 0,0307
Lint 72,8625 0,0220
Gompertz gt 0,5910 0,0090 681
to 2,0336 0,0148
Fiordo a 4,2870 0,0271
Reloncavi b -14,5579 0,2121
Schnute Vi 142829 | 0,0200 566
y2 84,1524 0,0555
a 0,0130 0,0030
b 3,9959 0,0002
Tanaka c 0.0000 NaN 703
d 80,9945 0,0215
Lint 82,7314 0,0066
VonBertalanfy K 0,2500 0,0152 747
to -0,2917 0,0236
Lint 127,2925 0,0305
Gompertz gt 0,2286 0,0047 675
to 3,3985 0,0080
Hualaihué a 0,2615 0,0012
Schnute b -0,3616 0,0012 678
Y1 16,7323 0,0230
y2 88,8566 0,0402
a 0,0056 0,0020
b 3,0812 0,0062
Tanaka c 0.0002 NaN 769
d 80,1095 0,0187
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(Afos) obtenidos del modelo de distribucion de cohortes.
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3.3.5. Identificacion y caracterizacion de areas de mayor y menor concentracion de
mitilidos.

3.35.1. Identificacion y caracterizacion

En el Fiordo Reloncavi, se han realizado campafias de muestreo en al menos 12 estaciones anuales
en 2013, 2014, 2015, 2020 y 2022, financiado por diversas instituciones (Molinet et al., 2015; Molinet
et al., 2016; Molinet et al., 2021a) (Tabla 1.16, Figuras 1.23, 1.24 y 1.25). Haciendo una sintesis de
los hallazgos realizados en estas campafias Molinet et al. (2021b) elaboraron una contribucion para
una Politica Publica: “Propuesta metodologica para el monitoreo de bancos naturales de mejillones en
areas de captacion de semillas para la mitilicultura”, en el marco del proyecto FONDAP INCAR.

En la comuna de Hualaihue, existe un registro de bancos en Pichicolo (Leiva et al., 2007), en el marco
del proyecto FIPA 2005-18. Ademas, en febrero de 2020 se realizé una campafia exploratoria que
incluyd puntos de muestreo en Hualaihué, Canal Cholgo y Canal Llancahué, registrandose un cinturon
de mitilidos mas angosto que lo observado en el Fiordo Reloncavi (Figura 1.25), coincidente con una
haloclina méas superficial en los sectores mencionados, comparado con el Fiordo Reloncavi.

Tabla 1.16. Resumen de muestreos realizados en bancos de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y
comuna de Hualaihué. * Transectos para definir la posicion de cuadrantes en intermareal y submareal
(tres cuadrantes). ** Video transectos desde 0 a 15 m aproximadamente.

Afio Sector N° Estaciones | N° Transectos
2003 | Fiordo Reloncavi 23 46*

2007 | Chaiguén, Fiordo Reloncavi 2 10*

2007 Pichicolo 2 10

2013 | Fiordo Reloncavi 12 (5) 60**
2014 | Fiordo Reloncavi 12 (5) 60**
2015 | Fiordo Reloncavi 47 (6) 282+
2020 | Fiordo Reloncavi 12 (3) 36**
2020 | Comuna Hualaihué 4(3) 12%
2022 | Fiordo Reloncavi 12 (5) 60**
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Figura 1.23. Resumen de las 47 estaciones de muestreo realizadas en el afio 2015 (cada una
consider0 6 transectos de 35 m de largo) en el marco del proyecto FIPA 2014-57.

Densidad de M. chilensis, Costa Norte Reloncavi
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Figura 1.24. Perfil batimétrico de densidad de Mytilus chilensis en borde noroeste del Fiordo Reloncavi
en el afio 2015. Tomado del Informe Final de FIPA 2014-57.
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Figura 1.25. Presencia (circulos rojos) ausencia (circulos amarillos) de cinturones intermareales de
Mytilus chilensis registrados en muestreo financiado por INCAR en febrero de 2020.

En el area de Hualaihué se realiz6 un levantamiento aéreo fotogramétrico los dias 15y 16 de octubre
durante la bajamar en 4 sectores de la bahia de Hualaihué, cubriendo una superficie total de 28 ha.
Se utilizé un dron multirrotor marca DJI, modelo Phantom 4 pro V2, el cual se programé con la
aplicacion Dronedeploy a una altura de vuelo de 34m. Las fotografias capturadas consideraron un
traslape Frontal de un 70% y 60% lateral (Figura 1.26)

Las imagenes fueron procesadas utilizando el software Agisoft Metashape Profesional 1.5.5
obteniendo un tamafio de pixel de 1 cm postproceso (Figura 1.27) y este procedimiento considero a)
la alineacion automatica de las fotografias, b) la creacion automatica de puntos de malla, c¢) la
estimacion del modelo de elevacion digital, y d) la creacion del Ortomosaico 3D.
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Una vez obtenida la ortofoto esta sera procesada utilizando Arcmap 9.3 para dibujar los poligonos de
presencia de choritos y estimar la superficie cubierta.

C)

[0 Map Plan

> Altitud de vuelo

Configuracién automstica
@ 3D mejorado

[} superposicién Frontal
(i uveMapHD

£ Superposicién lateral
D Direccién de vuelo

A4 Avanzado

Velocidad de vuelo de
h

cartografia ) Cobertura RTK M3E

[11 Punto de referencia inicial
B Angulo del cardin

[ Perimetro 30

$ Crosshatch 30

®))) Evitar obstaculos

Figura 1.26. Configuracion vuelo y parametros de captura de imagenes. A) Track de vuelo recorrido
por el dron, B) Configuracion del vuelo, duracion (23 minutos y 49 segundos) y area recorrida (6 ha),
parametros de superposicion de las fotografias (70% frontal y 60% lateral), y C) Altura del vuelo (34
m) y resolucion (1 cm por pixel en cada fotografia).
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Figura 1.27. A) Ubicacion general del area de estudio, B) Bahia Hualaihué y C) Ortofoto sector Este
de Bahia Hualaihué, donde se observan parches con choritos delimitados por linea roja.
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Por otro lado, los estudios en estero Castro son aun mas escasos, registrandose un trabajo de Saelzer
y Ramirez (1975), quienes estudiaron los bancos de Choromytilus chorus y Aulacomya atra en este
estero, registrando a M. chilensis s6lo como fauna acompariante, principalmente asociado a sistemas
de captacion (estacas y colectores). Lopez et al. (1975), reportaron captacion y crecimiento de M.
chilensis en la estacion costera Putemdn, lo que sugiere la existencia de bancos aledafios, al menos
en esa epoca. Considerando las caracteristicas de M. chilensis estos bancos son mas probables de
existir asociados a los rios alrededor del Estero Castro y canal Lemuy (Figura 1.28). Es por eso que
entre los dias 2 y 3 de agosto se realiz una prospeccion visual de la linea de costa intermareal en
los diferentes sectores de Estero Castro durante las méas bajas mareas, el primer dia se recorrieron
los sectores de Rauco, Nercdn, Gamboa, costanera Castro y Ten Tén, mientras que en el segundo
dia se recorrio nuevamente el sector de Ten Tén y se continu6 con los sectores Yutuy, Chafiihué,
Curahue y La Estancia. En la Figura 1.29 se representan los sectores recorridos en donde se indica
la presencia 0 ausencia de bancos naturales los sectores con presencia corresponden a Rauco,
Yutuy, Nercon y Chafihué. La prospeccion y registro fotografico de los sectores recorridos se
pueden observar en el siguiente link:

http://drive.google.com/open?id=1yKmOtueRavBKOXUO7YboP3ylYZGgUyhl&usp=sharing eil m&t
s=64cd2a52
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Figura 1.28. Estero Castro y canal Lemuy, que muestra el detalle de la geografia y los principales rios
del &rea de estudio mencionada.
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Figura 1.29. Mapa de la prospeccion de bancos de Mytilus chilensis en los sectores Estero Castro y
Canal Lemuy. Simbolos verdes indican presencia, y simbolos rojos la ausencia de bancos,
respectivamente.
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3.3.5.2. Seleccion de sitios de muestreo

e Elaboracion de resumen de la informacion. Para la seleccion de sitios de muestreo en el
Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro, se elabord un resumen con la
disponibilidad de informacion de bancos, y recopilada para la Identificacion y caracterizacion
de &reas de mayor y menor concentracion de mitilidos en el area de estudio (Anexo 1.3).

e Taller de trabajo con la contraparte técnica. Con fecha 9 de agosto de 2023, y de manera
virtual se llevé a cabo la reunion para la seleccion de sitios de muestreo, y en la que
participaron los profesionales de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, la Sra. Paulina Vera
Torres, perteneciente a la Unidad de Gestion Sanitaria y Plagas (UGSP) Division de
Acuicultura, y el Sr. Cristian Escalona Salazar, profesional de la Unidad de recursos
bentonicos, ademés de los miembros del equipo de trabajo (Anexo 1.4).

La reunion estuvo dirigida por el director del proyecto Dr. Carlos Molinet Flores, quien realizé una
presentacion sobre antecedentes generales y bancos naturales de Mytilus chilensis en el Fiordo
Reloncavi y en la comuna de Hualaihué desde el afio 2003, y propuso los sitios de muestreo tanto en
el Fiordo Reloncavi como en la comuna de Hualaihué (Figura 1.30 y 1.31).

En el fiordo Reloncavi se propuso 16 estaciones (de acuerdo con la oferta técnica) ubicadas a lo largo
de éste. Doce de los sectores de muestreo propuesto han sido muestreados en 2003, 2013, 2015,
2020 y 2022, por distintos proyectos.

Por otro lado, en la comuna de Hualaihué se propusieron 16 estaciones de muestreo (segun propuesta
técnica), distribuidas en base a una campafia de muestreo realizada en 2020 en la zona e informacion
del proyecto FIPA 2005-18. Ademas, y a sugerencia del Sr. Cristian Escalona se definio la
caracterizacion del borde costero del sector de Pichicolo.

Para Estero castro y Canal Lemuy el Dr. Cristian Segura de IFOP, realiz6 una presentacion de la
prospeccion realizada en el sector de Estero Castro y Canal Lemuy, por el equipo IFOP, para identificar
posibles sitos de muestreo (Figura 1.32).

Los principales acuerdos del taller de trabajo sobre seleccion de sitios de muestreo fueron:

- Se acuerda la seleccion de las 16 estaciones propuestas en la comuna de Hualaihué y el
Fiordo Reloncavi.

- Se solicitara autorizacion a las organizaciones titulares de las areas de manejo (en caso
de que hubiera) previo a la realizacion de los muestreos.

- Para el sector de Hualaihué se recomendd incluir el sector del Manzano, areas de manejo
Isla manzano y San Pedro del Manzano.

- Se recalco la importancia de muestrear los lugares en donde se realiza engorda de
mitilidos.

- En Estero Castro, se considerardn para muestreo los sectores de Rauco, Nercon,
Chafiihué y Yutuy, ademas de la exploracion de otros sitios.
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Figura 1.30. Propuesta de sitios en Fiordo Reloncavi. Numeros indican estaciones muestreadas
previamente, cruces verdes muestra las estaciones nuevas.
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Figura 1.31. Propuesta de sitios en Hualaihué. En cruces blancas son estaciones muestreadas en
2020. Cruces verdes muestran nuevas estaciones sugeridas para muestreo 2023.
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Figura 1.32. Estaciones de muestreo para el Estero Castro y Canal Lemuy.
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4. Objetivo Especifico N°2. Realizar una evaluacion del estado general de los bancos
naturales, considerando abundancia, cobertura, densidad, biomasa, distribucion vertical,
sexo, estructura de tallas y comunidad asociada, con énfasis en las diferentes especies que
pudieran afectar los bancos de mitilidos.

4.1. Antecedentes

Las caracteristicas de los bancos de mitilidos fueron descritas en el objetivo especifico N°1.
Considerando la informacion disponible, Molinet et al. (2015, 2016, 2021a y 2021b) propusieron que
la dinamica de contraccion-expansion de subpoblaciones (Orensanz and Jamieson, 1998; Orensanz
et al., 2006) puede ser una herramienta apropiada para monitorear estas poblaciones espacialmente
estructuradas, considerando la altura (ancho del cinturon de mitilidos como un indicador). Esto incluye
el sequimiento de Areas de Manejo y Explotacion de Recursos Bentonicos (AMERB), cuya actual
metodologia de recoleccion de informacion solo permite utilizar, con variado nivel de confianza, las
distribuciones de tamafio de los muestreos.

El conocimiento de la condicion de los bancos naturales de M. chilensis asociados a las zonas de
captacion de semillas parece un conocimiento necesario para proyectar la sustentabilidad de la
mitilicultura en el sur de Chile (Avendafio, 2011; Molinet et al., 2015; Molinet et al., 2017).

4.2. Metodologia
4.2.1. Recoleccion de muestras y registro de video transectos

Requerimiento metodoldgico 5.2.1, “En los puntos consensuados con la contraparte técnica, realizar
video transectos y mediciones en el sentido vertical que permitan establecer el ancho y la profundidad
del cinturon de mitilidos, determinar la ubicacion de las distintas especies de mitilidos y la fauna
acompafiante, asi como la variabilidad entre los estratos y sitios estudiados”.

42.1.1.  Taller metodolégico

Aunque la metodologia de recoleccion de videos en el rango de profundidad en el cual se distribuye
el cinturon de mitilidos en fiordos del sur de Chile ha sido publicada (Molinet et al., 2015) y reportada
(Molinet et al., 2016), no se ha realizado un taller de trabajo con consultoras nacionales ni con IFOP
(quien asesora a la Subpesca en el tema AMERB), por lo que se realizé un taller para discutir la
metodologia de recoleccion de imagenes y analisis de la informacion. El taller metodoldgico se realizé
en formato hibrido (presencial y virtual) para recibir recomendaciones y sugerencias de otros grupos
de trabajo y expertos, acerca de la metodologia propuesta. Para los participantes se considero a los
siguientes actores:

- Grupo de Trabajo de AMERB de IFOP

- Subsecretaria de Pesca y Acuicultura

- Fundacion Chinquihue

- Consultoras que se desarrollan en evaluaciones directas y/o ambientales
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4.2.1.2.  Obtencion de muestras y video transectos

Para cada una de las tres zonas propuestas se realizaron grabaciones en sitios definidos, en los que
se registraron entre 4 a 5 video transectos (separados por 50 m de distancia uno de otro). Cada
transecto midio 20 - 40 m de largo y 0,25 m de ancho. Los video transectos fueron registrados
desplegando una camara submarina GoPro Hero 7 (resolucion hasta UHD 4K60/50) desde
aproximadamente 15 m de profundidad hasta el limite superior del intermareal.

Para la grabacion de los video transectos, la cdmara fue montada sobre un trineo de 0,25x0,25 m de
base. Sobre uno de los rieles de la base (en el campo de vision de la cAmara) se instalé un
profundimetro de 0,1 m de precision. El trineo se remolcd desde la orilla, apoyado por un buzo
mariscador para evitar que se trabe y quien a su vez recolect6 las muestras biologicas.

4.2.2. Distribucion y abundancia de especies en las zonas de estudio

422.1. Procesamiento de muestras y videos, estimacion de abundancia,
densidad, cobertura y distribucion de mitilidos

Requerimiento metodoldgico, 5.2.2. de las bases técnicas, “A partir de las filmaciones estimar
abundancia, densidad y cobertura de cada una de las especies de mitilidos presentes, en al menos 6
estratos” y requerimiento metodoldgico 5.2.3. “Determinar la distribucion vertical de cada una de las
especies de mitilidos presentes en el rea de estudio y de las especies asociadas”.

A partir del procesamiento de los videos realizados se estimo la densidad, abundancia y cobertura de
mitilidos en el rango batimétrico y que fueron registrados durante las filmaciones. En cualquier caso,
el inicio del video fue bajo el cinturon de mitilidos (mas profundo).

La muestra esta constituida por un cuadro de 0,25x0,25 m. En cada cuadro, la imagen fue congelada
para clasificar el tipo de sustrato, identificar y cuantificar las especies presentes, registrando el tiempo
de grabacion del cuadro (hora: minuto: segundo). Las coordenadas geograficas de cada cuadro
muestreado se obtuvieron alineando la hora de grabacion del video y la hora de grabacion del GPS,
mientras que la profundidad del cuadro se registré desde el profundimetro instalado en la base del
trineo. La profundidad (altura en el intermareal) fue corregida usando el registro de la tabla de marea
a la hora, minuto y segundo de la filmacion. A este valor se sumo la diferencia a la maxima pleamar
del afo 2023. A partir de las imagenes procesadas de cada video, se elabord una base de datos que
contiene los campos: numero de video, sector, profundidad, especies observadas, nimero de
individuos, etc.

La revision de los videos fue validada por el coordinador de procesamiento, para lo cual se reviso 1/4
del tiempo de duracion los videos de cada sector. En caso de no existir 100% de concordancia, el
video fue nuevamente revisado poniendo atencion a las fuentes de error (muestreador, calidad del
video, sector, otro).
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4.2.2.2. Identificacion de especies de mitilidos

La identificacion de las especies de mitilidos en los videos se realizé siguiendo las caracteristicas
morfoldgicas descritas por Coelho- Caro et al. (2018), Krapivka et al. (2007), Grant and Cherry. (1985),
Lorenzen et al. (1979) y la clave taxonémica de especies de bivalvos de IFOP
(https://www.ifop.cl/macrofaunal/coleccion-de-especies/claves-taxonomicas/).

Complementariamente en fiordo Reloncavi y en Hualaihué, se recolectaron muestras (por buceo o
directamente en el intermareal) en tres estratos (limite inferior, sector medio y limite superior del banco,
relativo a la profundidad y/o altura del intermareal), mientras que en Castro se recolectaron muestras
en dos niveles debido al estrecho rango de distribucion en el intermareal. Desde estas muestras se
separaron los diferentes morfos encontrados basados en la Figura 2.1, (siguiendo a los autores
previamente citados), ademas de otros morfos que parecieron diferentes de M. chilensis “tipico”. Cada
morfo fue identificado con la profundidad de la muestra y la estacion, la que fue fotografiada (muestra
y etiqueta) para su posterior andlisis genético (ver objetivo especifico N°3).

Mytilus edulis (f) Mvtilus trossulus Mytilus galloprovincialis (f)
abbreviatus yiiustrossuid dilatatus

Mytilus chilensis

Figura 2.1. Imagen de las diferencias morfoldgicas externas entre las especies de Mytilus mas
probables de encontrar. La especie nativa en Chile corresponde a la dltima imagen. Imagenes
extraidas de WorMs.

4.2.2.3.  Distribucion vertical y densidad de las especies de mitilidos registradas

A traves del procesamiento de los videos se identifico (cuando fue posible) los morfos de mitilidos
observados en cada metro de profundidad, lo que fue complementado con las muestras que el buzo
recolecto en cada estrato.

4.2.2.4.  Estimacion de densidad, abundancia y biomasa de Mytilus chilensis

Para la estimacion de densidad media y la identificacion de sectores con mayor abundancia y biomasa,
las zonas Fiordo Reloncavi, comuna de Hualaihué y Estero Castro, se utilizd como area apta: a) el
ancho promedio del cinturon de M. chilensis de cada estacion, obtenido durante el procesamiento de
cada uno de los transectos registrados en video, y b) la longitud de cada estacion, 200 metros.

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 121
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad E‘%

. 7 Instituto de Acuicult
AUStI 'dl de Chile yn;l(;duiooanelbigrl\ltceu o
Conocimiento y Naturaleza

La biomasa para el recurso M. chilensis en cada una de las estaciones del Fiordo Reloncavi, comuna
de Hualaihué y Estero Castro se estimo a partir de la distribucion de tamafios y abundancia de cada
estacion. Para la estimacion de la biomasa total y de la fraccion reproductiva (>36 mm, Molinet et al.,
2016, FIPA 2014-57), se utilizaron los pardmetros de la relacion longitud peso obtenidas durante el
muestreo. La estimacion de abundancia y biomasa de cada estacion considerd un area con ancho de
200 m (distancia entre transectos) y largo de ~40 m (largo de cada transecto), es decir ~8000 m2 (0,8
ha) por estacion.

4.2.25. Identificar, cuantificar y establecer la distribucion de fauna y flora
acompanante

Requerimiento metodoldgico 5.2.5. de las bases técnicas, “Identificar, cuantificar y establecer la
distribucion de la fauna y flora acompafiante, especialmente de aquellas especies que pudieran afectar
a los bancos, por depredacion, competencia, invasion de habitat, etc.”.

Siguiendo la descripcion metodologica del punto 4.2.2.1 se identificaron las principales especies que
pudieran afectar los bancos de mitilidos por depredacion (Equinodermata), asi como especies
caracteristicas, por ejemplo, cirripedia y crepipatella. Ademas, se buscé identificar la presencia y
cobertura de las especies Saccharina japonica y Metridium senile. Saccharina japonica es una
macroalga intencionalmente introducida para acuicultura en el sur de Chile (Camus et al., 2022),
originaria de Japdn, habita naturalmente en rocas en el submareal inferior entre 2 my 5 m de
profundidad y mantiene su eficiencia fotosintética entre 20 psu y 40 psu (Shindo et al., 2022), por lo
que se presume que puede expandir su distribucion en el borde costero de fiordos y canales.

Por otro lado, la especie Metridium senile es una invasora agresiva, reportada por primera vez por
Haussermann and Forsterra (2005) al sur de la Peninsula de Taitao, mientras en 2021 fue reportada
asociada a bancos de erizo de la Region de Los Lagos y Aysén (y otras zonas) (Haussermann et al.,
2022). Molinet et al. (2023) reportaron su expansion en la escala local de un banco de erizos, el cual
disminuy6 su densidad desde aproximadamente 30 erizos/10 m? a 1 erizo/10 m2,

Dadas sus caracteristicas, M. senile pudo haber sido transportada en aguas de lastre de bugues, como
ha sido propuesto por Glon et al. (2020). El ciclo de vida que se ha descrito para esta especie incluye
un periodo de vida de 10 afios y mas, reproduciéndose prolificamente cuando las condiciones de
temperatura (-1° C a 20° C), salinidad (14-37 ppm) y sustrato (roca, bolon y grava) son adecuadas.
Estos rangos incluyen los valores de temperatura y salinidad de practicamente todo el sistema de
fiordos y canales del sur de Chile, por lo que su espacio para la expansion parece ser muy amplio.

4.2.3. Muestreos de estado de salud de Mytilus chilensis

Requerimiento metodoldgico 5.2.4. de las bases técnicas, “Realizar muestreos que permitan
determinar estructura de talla, peso, sexo, estado de salud y maduracion de las diferentes especies
de mitilidos”.
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423.1. Distribucidn de tamafos

Para la distribucion de tamafios, en cada uno de los transectos realizados en las estaciones de
monitoreo, se recolectaron muestras en la base del trineo (0,25 x 0,25 m) en los estratos de
profundidad inferior, medio y superior, considerando la ubicacion de las especies de mitilidos
registradas, y desde donde se extrajeron todos los individuos para su analisis posterior. Los individuos
obtenidos fueron identificados, clasificados por especie y contados. A todos los ejemplares del chorito
Mytilus chilensis se les midio la longitud de la concha (LC), utilizando un pie de metro de 0,1 mm de
precision.

El estrato inferior se definio como el lugar mas profundo (referido a la linea de mas alta marea), en el
recorrido del video transecto, en el que se registré la presencia de M. chilensis. El estrato medio se
definio como aquel lugar en el recorrido del video transecto, en el que se registro M. chilensis, entre el
estrato inferior y superior. El estrato superior se defini6 como aquel lugar, en el recorrido del video
transecto, hasta donde se registro M. chilensis.

Las distribuciones de tamafio de M. chilensis de cada zona de muestreo fueron estudiadas aplicando
la metodologia descrita en objetivo especifico N°1, para identificar cohortes siguiendo a Roa-Ureta et
al. (2010). El modelo méas informativo para seleccionar el nimero de cohortes presentes en la
distribucion de tamafios observada fue seleccionado a traves del criterio de informacion de Akaike
(AIC) (Burnham and Anderson, 2004; Akaike, 1974), considerando un gradiente maximo del modelo
<1y la matriz de correlacion de los parametros estimados.

4.2.3.2.  Relacion talla peso e indice de condicion

Para la estimacion de la relacion talla peso e indice de condicion, 50 ejemplares de Mytilus chilensis
por estacion fueron pesados con una balanza de 0,1 g de precision para elaborar una curva longitud
peso.

El estado de salud y maduracion de Mytilus chilensis en cada una de las zonas se obtuvo estimando
el peso relativo como un indice de condicion (IC) siguiendo a Anderson and Neumann (1996), a partir
de 15 ejemplares de la especie de entre 50 y 60 mm de longitud, en cada una de las estaciones de
muestreo. De cada individuo se registro a) longitud total (mm) con un pie de metro de 1 mm de
precision, b) peso total (g), peso de la carne (g) y peso de la gonada (g) con una balanza de 0,1 gr de
precision.

El IC se estim6 como
T
ICPT = —X 100

N

PC
ICPC = ﬁx 100
N
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donde PT es el peso total individual en gramos, PC es el peso total individual de la carne en gramos,
PTsy PCses el peso total y carne individual estandar predicho por la relacion longitud peso construida,
y 100 es una constante para convertir la proporcion decimal en porcentaje.

4.23.3.  Proporcion sexual e indice gonadico

Para la obtencion de la proporcion sexual e indice gonadico, 15 ejemplares de Mytilus chilensis fueron
sexados a través de observacion de un frotis gonadal utilizando un microscopio, para asi obtener la
proporcion sexual por zona de muestreo.

El indice gonadico IG se obtuvo, utilizando la siguiente ecuacion:

IG = bG 100
- rr”
donde PG es el peso de la gonada individual en gramos y PT es el peso total individual de la carne
en gramos.

4.2.4. Seguimiento bimestral de bancos

Requerimiento metodoldgico 5.2.6. de las bases técnicas, “Proponer y consensuar con la contraparte
técnica, al menos, 3 bancos naturales en cada sector, que pudieran ser fuentes de semillas para el
Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro, y la metodologia para su seguimiento en el
tiempo”, y requerimiento metodologico 5.2.7. Realizar los muestreos en el tiempo de los bancos
naturales consensuados con la parte técnica.

42.4.1.  Taller de trabajo para consensuar bancos

Considerando los resultados de los objetivos especificos N°1 y N°2 se realizo una propuesta fundada
ala contraparte técnica, para el muestreo de tres bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi,
tres en la Comuna de Hualaihué y tres en Estero Castro.

4.24.2. Muestreo bimestral de bancos

Para el muestreo bimestral de bancos, se planificaron los tres muestreos solicitados en las bases de
la licitacion en las siguientes fechas: diciembre de 2023, marzo de 2024 y mayo de 2024. Se obtuvo
informacion de la composicion y estructura poblacional de los bancos de mitilidos y se evalud la
sobrevivencia y desarrollo de los eventuales reclutas, en los tres muestreos que incluyeron
filmaciones.

En cada banco se demarcaron tres transectos fijos que cubren todo el rango de distribucion de los
mitilidos y de 0,25 m de ancho. El transecto fue demarcado anclandolo al fondo con ganchos
metalicos. Los transectos fueron georreferenciados, dejando un punto de referencia fuera del agua
para su ubicacion.
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En primer lugar, se registraron videos de los transectos fijados al fondo. Los videos fueron analizados
como se describe en 4.2.2.1y 4.2.2.3, identificando las especies de mitilidos presentes, su densidad
y su distribucion batimétrica.

Considerando que los reclutas de mitilidos se ubican principalmente entre los organismos adultos,
aledafio a cada transecto (para no alterar el transecto fijo) se recolectaron tres muestras por banco de
0,25x0,25 m en el limite inferior de la distribucion de los mitilidos, en la zona media y en el limite
superior de la distribucion en los sitios con mitilidos. Para la extraccion de los individuos se disefié una
pala de acero de inoxidable de 10 cm de ancho que contiene una malla de trama 500 um con la que
se extrajeron los mitilidos y logrando retener individuos de hasta 1 mm de longitud.

Complementariamente se recolectaron muestras de semillas captadas en colectores en el mismo
periodo, en long lines aledafios (cuando estuvieron disponibles), con el fin de comparar el éxito de
captacion en ambos sistemas (banco y long lines). Las muestras de semillas se obtuvieron desde tres
long lines diferentes y se recolectaron semillas desde la parte superior, media e inferior del intermareal.

4.3. Resultados
4.3.1. Registro de muestras con video transectos.
43.1.1.  Taller metodoldgico

El jueves 10 de agosto se realizo el taller metodologico de recoleccion de informacion a traves de
video transectos, en formato hibrido. Se presento el disefio metodolégico para i) la recoleccion de
video transectos, i) procesamiento de las imagenes, iii) validacion, iv) ingreso de datos y v) anélisis
de informacion para la obtencion de indicadores (Anexos 2.1, 2.2).

En el taller participaron 20 personas, todos ellos profesionales del area privada como Fishing Partners,
Fundacion Chinquihue, Patagonia Rov, Bitecma y representantes del Instituto de Fomento Pesquero
y la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura. El programa, presentacion y lista de participantes de esta
actividad estan disponibles en el Anexo 2.1.

Una de las conclusiones mas importantes que se generaron dentro del taller fue que seria muy
importante estandarizar las metodologias utilizadas en las diferentes iniciativas; tales como
evaluaciones en AMERB y proyectos de investigacion. Todo esto con el fin de integrar toda la
informacion recopilada.
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Figura 2.2. Registro fotografico de los participantes del Taller Metodologico.
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43.1.2. Recoleccion de video transectos

Las campafias de muestreo se realizaron entre los meses de agosto y octubre de 2023. El primer
muestreo se realizo entre el 25y 28 de agosto en la zona del Fiordo Reloncavi donde se recorrieron
15 estaciones con un total de 75 video transectos. La zona de Hualaihué, se muestre6 entre el 20 y
24 de septiembre, donde se recorrieron 16 estaciones y se registro un total de 79 video transectos.
Finalmente, el muestreo en el estero Castro se realizo entre el 19y 22 de octubre de 2023, obteniendo
un total de 53 video transectos en 5 estaciones (Tabla 2.1, Figura 2.3).
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Figura 2.3. A) Area de estudio mostrando las 3 zonas de trabajo. B), C) y D) detalle de las estaciones
muestreadas y principales derechos de uso del borde costero en el Fiordo Reloncavi, Comuna de
Hualaihué y Estero Castro, respectivamente.
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Tabla 2.1. Ubicacion de las estaciones muestreadas y numero de video transecto, durante la
evaluacion del estado general de los bancos naturales de mitilidos en las zonas Fiordo Reloncavi,
comuna de Hualaihué y Estero Castro.

N° de N° Video Transecto
70na Fecha estacion Estacion Latitud (S) Longitud Videos | Videos
(W) con con
Trineo Deriva
1 Coitué 41° 42" 37" 72° 36' 05" 5
3 Cajon 41° 42" 33" 72° 32' 38" 5
25-08-2023 6 Marimelli 41°40'40" | 72°27'18" 5
8 Sotomé 41° 39' 15" 72° 22' 55" 5
10 Factoria 41° 32' 53" 72° 20' 35" 5
12 Pocoihuén 41°30' 01" 72°19' 29" 5
ords 26:08-2023 |, Rolizo 41°2638" | 72719 08 5
Reloncavi 15 Punta Sgllda 41° 25' 21" 72°18' 04 5
11 Serapio 41° 30" 59" 72°17' 21" 5
27-08-2023 9 Ragusa 41° 35' 23" 72°19' 18" 5
13 Relonhue 41° 27" 41" 72°18' 24" 5
5 Marimelli sur 41°42' 10" 72° 27' 52" 5
4 Barquillo 41° 43' 24" 72° 30' 10" 5
28-08-2023 2 Bahia Martin 41°44'10" | 72°34'45" 5
7 Llaguepe 41°42' 23" 72° 25' 07" 5
1 Hualaihué 42°01' 50" 72° 41' 22" 5
20-09-2023 2 Puntilla Quillon 42°01' 27" 72° 38' 20" 5
3 Punta Pichicolo 42° 02' 34" 72° 36' 43" 5
4 Estero Pichicolo 42°01' 22" 72° 36' 19" 5
6 Caleta Andrade 42° 05' 08" 72° 33' 25" 5
21-09-2023 7 Canal Hornopirén | 42°01'27" | 72°31'22" 5
8 Weste Isla Pelada 41° 59' 54" 72° 28' 52" 5
Hualaihue 9 Este !sla Pelada 42° OO: 22: 72° 27: 43:: 5
92.09-2023 10 Camino Cholgo 42°02'15 72° 26'40 5
11 Canal Cholgo 42° 04" 40" 72° 29' 34" 5
12 Llancahué 42° 06' 53" 72°29' 21" 4
13 Quintupeu 42° 09' 45" 72° 27' 05" 5
14 Caleta Bay 42°10' 12" 72° 30' 00" 5
23-:09-2023 16 Punta Comau 42°11'20" | 72°34'51" 5
15 Llancahué Sur 42°08' 30" 72° 32' 56" 5
24-09-2023 5 Baltazar 42° 07' 10" 72° 36' 03" 5
4 Rauco 42° 32" 42" 73° 46' 59" 3 8
20-10-2023 3 Nercon 42° 30" 42" 73° 47 09" 3 1
2 Yutuy 42° 30' 55" 73° 45' 52" 2 10
Castro 1 Chafiihué 42° 30' 08" 73° 44' 24" 4
2 Yutuy 2 42° 30" 57" 73°45'41" 4
21-10-2023 5 Punta Rauco 42°32'34" | 73°46'04" 4
4 Rauco 2 42° 32" 40" 73° 46' 45" 8
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4.3.2. Distribucion y abundancia de especies en las zonas de estudio.

4.3.2.1.  Distribucion vertical y densidad de las principales especies de mitilidos
registradas en video transectos

Las principales especies de Mitilidae en el fiordo Reloncavi fueron Mytilus chilensis y Aulacomya atra,
las que se registraron en todos los sectores muestreados, con distribucion mas somera hacia la boca
del fiordo y profundizandose hacia la cabecera de fiordo (Figura 2.4). El cinturon de M. chilensis se
observo entre ~2 my 14 m, mientras que A. atra se observo entre ~8 my 20 m. Algunos individuos de
M. chilensis se observaron mas profundos, los que correspondieron a ejemplares desprendidos del
sustrato, posiblemente descarte de pesqueria. En el fiordo Reloncavi, las mayores densidades de M.
chilensis se registraron entre el intermareal medio y el submareal y éstos fueron mas abundantes en
las estaciones 11y 12, alcanzando valores de hasta 1500 choritos/m2. La densidad de la cholga A.
atra fue mas homogénea a lo largo del fiordo con densidades méaximas de ~1200 individuos/m? (Figura
2.4).

En la comuna de Hualaihué, se registré principalmente M. chilensis y A. atra, ademas de P. purpuratus
en 6 de los sectores muestreados (Figura 2.4C y D). Se registro la distribucion vertical de M. chilensis
y A. atra en todos los sectores muestreados. M. chilensis se observo entre el intermareal superior y el
intermareal inferior (1 m a 6 m de altura), mientras que A. atra se registro desde el intermareal inferior
hasta ~15 m. En la comuna de Hualaihug, las mayores densidades de M. chilensis se registraron en
los sectores de Hualaihué, entrada al fiordo Quintupeu (estacion 13), entrada al fiordo Comau (estacion
16) y sur de Isla Llancahué (estacion 15), con densidades de hasta 1800 choritos/m2. La densidad de
la cholga A. atra fue mayor en Canal Llancahué (estacion 11), con densidades maximas de ~1500
individuos/m? (Figura 2.4D).

En estero Castro, a través de los video transectos, se registrd M. chilensis, P. purpuratus y C. chorus
en un estrecho cinturon en el intermareal (Figura 2.5). Es importante destacar, que el tamafio de los
mitilidos y la disposicion de estos en el fondo dificultd su identificacion desde los videos.
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Figura 2.4. Estaciones de muestreo y distribucion vertical de Mytilus chilensis, Aulacomya atra y
Perumytilus purpuratus a lo largo de zona Fiordo Reloncavi (A y B), y zona de Hualaihué (Cy D.) Los
numeros indican las estaciones en ambas zonas de muestreo.
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Figura 2.5. Ay B), Estaciones de muestreo y distribucion vertical de Mytilus chilensis, Choromytilus.
chorus y Perumytilus purpuratus en las estaciones muestreadas en Estero Castro. Los nimeros
indican las estaciones en ambas zonas de muestreo.

4.3.2.2.

Desde los muestreos realizados se separaron desde banco natural 659 individuos entre las tres zonas
estudiadas, los que en laboratorio fueron asociados a las formas de las especies que se muestran en
la Figura 2.1, ademas de una clasificacion otros para morfos que no calificaron en la mencionada
figura (Tabla 2.2). Estas muestras fueron posteriormente analizadas para su identificacion especifica
a través de técnicas moleculares (ver objetivo especifico N°3).

Identificacion de morfos y/o especies

Tabla 2.2. Numero de individuos identificados como tipos de morfos (relativos a las especies que se
muestran en Figura 2.1) que se recolectaron en las estaciones y zonas de muestreo en el submareal
e intermareal. Sdlo en fiordo Reloncavi se registrd M. chilensis y morfos asociados en el submareal.
Cf indica en referencia con.

Zona Tipo Morfo Intermareal | Submareal gzgtee;gl
cf. M. chilensis 55 36 91
cf. M. edulis 84 26 110
Reloncavi cf. M. galloprovincialis 45 30 75
cf. M. trossulus 119 109 228
otros 50 40 90
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Zona Tipo Morfo Intermareal | Submareal gzgtee;gl
cf. M. chilensis 10 10
cf. M. edulis 8 4 12
Hualaihué cf. M. galloprovincialis 6 6
cf. M. trossulus 20 20
otros 15 15
Castro otros 2 2
Total 418 241 659

4.3.2.3.  Distribucion de mitilidos por estrato desde cuadrantes de 0,25 x 0,25 m

La distribucion de las 4 especies de mitilidos en los cuadrantes de 0,25x0,25 m en el fiordo Reloncavi
muestra i) dominancia de 100% M. chilensis en el intermareal superior, ii) en el nivel medio, mezcla
de aproximadamente 1%-20% con A. atra en algunas estaciones y P. purpuratus en una estacion y iii)
en el nivel inferior, mezcla de 2%-35% en todas las estaciones del fiordo con A. atra y presencia de P.
purpuratus en 4 estaciones (Figura 2.6A, By C).

En Hualaihué i) el nivel superior estuvo dominado por M. chilensis, mezclado con P. purpuratus entre
5%-60% en 15 de las 16 estaciones muestreadas, ii) en el nivel medio se observd mayor
representacion de M. chilensis (>80%) en 14 de las 16 estaciones visitadas (en la estacion 14, no se
registraron ejemplares en el estrato), y iii) en el nivel inferior se observo el predominio de cholga A.
atra en 13 de las 16 estaciones, 6 de las cuales registraron 100% cholga (Figura 2.6D, E, F).

En estero Castro, M. chilensis solo se registrd en los estratos superior e inferior, mezclado con C.
chorus y con P. purpuratus. El mitilido predominante en estero Castro fue C. chorus, cuyos bancos se
extendieron hasta 5 m-10 m de profundidad bajo el intermareal (Figura 2.6G, H, I).
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Figura 2.6. Proporcion de mitilidos registrados a través de muestreo con cuadrantes de 0,25x0,25 m en las zonas Fiordo Reloncavi, Hualaihué y
Estero Castro, en tres estratos de profundidad (Superior (A, D, G), Medio (B, E, H), e Inferior (C, F, I)).
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4.3.2.4.  Estimacion de densidad, abundancia y biomasa de Mytilus chilensis

Las estaciones del fiordo Reloncavi presentan una menor densidad promedio de M. chilensis (154
ind/m2 - 531 ind/m?2) respecto de las estaciones de la zona Comuna de Hualaihué (188 ind/m2 — 1048
ind/m2), sin embargo, la altura (medida en profundidad y/o intermareal) del cinturon o banco de choritos
es 2 m-3 m mayor en las estaciones del fiordo Reloncavi, alcanzando un méaximo de 8,4 metros en la
estacion Ragusa (estacion 9) (Figura 2.4). La abundancia total por estacion vario entre 111.067
individuos y 722.130 individuos en las estaciones del fiordo de Reloncavi y de 87.520 y 477.675
individuos en las estaciones de la comuna de Hualaihué. La biomasa total por estacion vari¢ entre 1,5
ty 9,58 t en fiordo reloncavi y entre 0,68 t y 3,70 t en Hualaihué, con una biomasa reproductiva
(individuos mayores o iguales que 36 mm) sobre el 80% de la hiomasa total en todas las estaciones
monitoreadas (Tabla 2.3).

En la zona estero Castro el ancho de cada estacion también fue de 200 m, con excepcion de la
estacion de Nercon en la que se estimo un largo de 10 metros. La densidad promedio estimada por
estacion varié entre 97 ind/m?2 a 758 ind/m2, con un cinturon de entre 1 my 2,1 m de altura de
intermareal. La abundancia total estimada en las estaciones de la zona fue menor en las estaciones
de Nercon y Chafiihue, con 7'y 24 mil individuos y una biomasa total de 0,07 ty 0,2 t, con una biomasa
reproductiva de 0,05ty 0,2 t, respectivamente, mientras que, en las estaciones de Yutuy, Rauco y
Punta Rauco, se estimd una abundancia total de 40 y 154 mil individuos, y una biomasa total entre
0,37ty 1,4 t, con una biomasa reproductiva de 0,3ty 1,16 t (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Densidad (individuos/m2), abundancia, biomasa total y biomasa reproductiva de Mytilus
chilensis en las estaciones de fiordo Reloncavi, comuna de Hualaihué y Estero Castro.

Zona No. a Estacion D¢n3|dad C?r?t(::gn Eé’ggign ASUTEETIOR) | EHeiees) reE:gtr:inua;?va
Estacion (ind/m2) (m) (m) total (n) total (t)

1 Coitué 265 5,2 200 275658 3,658 3,385

2 Bahia Martin 462 6,2 200 573142 7,606 7,039

3 Cajon 185 5,6 200 207556 2,754 2,549

4 Barquillo 452 48 200 434144 5,761 5,331

5 Marimelli sur 181 58 200 207769 2,757 2,551

6 Marimeli 267 7,0 200 373653 4,959 4,589

Fiordo 7 Llaguepe 340 5,0 200 339733 4,508 4,172
Reloncavi 8 Sotomo 234 2,4 200 111067 1,474 1,364
9 Ragusa 290 8,4 200 487715 6,472 5,990

10 Factoria 190 6,8 200 257920 3,423 3,167

11 Serapio 531 6,8 200 722130 9,583 8,368

12 Pocoihuén 379 4.2 200 320237 4,250 3,933

13 Relonhue 196 6,6 200 258773 3,434 3,178

14 Rollizo 154 6,0 200 185043 2,456 2,272

15 Punta Salida 281 7,0 200 392769 5,212 4,823
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Zona No. . Estacion D§n3|dad C?r?t(::gn Eé’ggign HEUTGEIER, | BIBEED reE:gtr:inua;?va
Estacion (ind/m2) (m) (m) total (n) total (t)

1 Hualaihué 455 3,2 200 291019 2,253 1,816

2 Puntilla Quillon 512 1,3 200 128000 0,991 0,799

3 Punta Pichicolo 255 25 200 127532 0,987 0,796

4 Estero Pichicolo 201 3,6 200 209200 1,620 1,305

5 Baltazar 246 40 200 196976 1,525 1,229

6 Caleta Andrade 188 2,3 200 87520 0,678 0,546

Comuna 7 Canal Hornopirén 341 2,0 200 136573 1,057 0,852
de 8 Weste Isla Pelada 426 2,8 200 238741 1,848 1,490
Hualaihué 9 Este Isla Pelada 262 2,6 200 136000 1,053 0,849
10 Camino Cholgo 406 2,0 200 162480 1,258 1,014

11 Canal Cholgo 620 2,6 200 322587 2,497 2,013

12 Llancahué 501 1,3 200 133511 1,034 0,833

13 Quintupeu 641 3,0 200 384427 2,976 2,399

15 Llancahué Sur 796 3,0 200 477675 3,698 2,980

16 Punta Comau 1048 1,6 200 335235 2,596 2,092

1 Chafiihué 97 1,3 200 24190 0,225 0,183

Estero 2 Yutu;f 101 2,0 200 40489 0,377 0,307
Castro 3 Nercon 758 1,0 10 7584 0,070 0,057
4 Rauco 234 21 200 99331 0,924 0,752

5 Punta Rauco 440 1,8 200 153943 1,432 1,166

4.3.25. Identificar, cuantificar y establecer la distribucion de fauna y flora
acompanante

A través del procesamiento de los video transectos registrados en el fiordo Reloncavi, Hualaihué y
estero Castro, se identificd la presencia de cuatro especies de la familia Mytilidae; M. chilensis, A. atra,
P. purpuratus y C. chorus. Ademas, como fauna acompafiante se registrd la presencia y abundancia
de las especies Arbacia dufresnii, Loxechinus albus, Crepipatella dilatata, Tegula atra, la especie
invasora Metridium senile y especies de la clase Asteroidea. Para la subclase Cirripedia se registro la
presencia y cobertura promedio en cada metro de profundidad (imagenes de las especies de faunay
flora acompariante se presentan en Anexo 2.3).

En el fiordo Reloncavi, M. chilensis estuvo presente entre 2 my 14 m de profundidad (desde el limite
de més alta marea), disminuyendo su representacion con el aumento de profundidad, hasta
aproximadamente 14 m (Figura 2.7A). Aulacomya atra fue registrada entre 5 m y 20 m aumentando
su representatividad (relativa a las otras especies) a mayor profundidad. Perumytilus purpuratus solo
fue observada en las estaciones de Cajon y Coitué a una profundidad de 4 my 7 m, respectivamente.
El gastropodo C. dilatata se registrd en una proporcion promedio de 0,12 entre los 5 my 20 m, asociado
a A. atra. La Anthozoa invasora Metridium senile fue registrado entre 10 y 20 m, con una proporcion
en aumento hasta alcanzar un maximo de 0,26 a una profundidad de 16 m. Los erizos A. dufresnii y
L. albus, y las asteroideas, fueron registradas en baja proporcion (Figura 2.7A). La subclase Cirripedia
fue observada de manera continua entre el intermareal superior (1 m) y 14 m, aumentando su
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cobertura promedio hasta 80% en la profundidad de 4 my 5 m, para comenzar a disminuir hacia mayor
profundidad (Figura 2.7D).

En las estaciones muestreadas de zona de Hualaihué, M. chilensis presento una proporcion dominante
en los primeros 5 m de profundidad (0,91 m - 0,99 m, desde la mas alta marea), disminuyendo a 0,16
y 0,01 en 5y 7 m, respectivamente. La cholga A. atra y C. dilatata aumentan entre 5y 16 m (Figura
2.7B). El mitilido P. purpuratus fue observado en baja proporcion en el intervalo de 1y 4 m de
profundidad. La anémona M. senile, se registro entre 5 my 16 m (limite en intermareal inferior) con
aumento en la abundancia a mayor profundidad. El gastropodo depredador Acanthina monodon
registré una mayor presencia entre los 3 y 6 m, con una proporcion maxima de 0,6, mientras que el
grupo Echinodermata registro una proporcion menor a 0,1, representadas principalmente por L. albus,
A. dufresnii y Asteroidea. La subclase Cirripedia estuvo presente entre 1y 7 m relativo a la linea de
més alta marea, alcanzando una cobertura méaxima de 47% en el intervalo de profundidad de 3-4 m
(Figura 2.7E).

En la zona de Castro se registro M. chilensis entre 2y 7 m desde la linea de més alta marea, con una
proporcion aproximada (relativa a las otras especies registradas) de 0,8 en la zona de mayor
concentracion (entre 2 y 5 m) (Figura 2.7C). Choromytilus chorus se registrd en una baja proporcion
en el intermareal inferior (5 y 6 metros), siendo predominante entre 6 y 10 m con una proporcion mayor
que 0,8. Perumytilus purpuratus se registro entre 2 y 4 m con una proporcion media de 0,15. Los
gastropodos C. dilatata y T. atra fueron registrados entre 4 y 7 m de profundidad. Las especies L.
albus, A. dufresnii y asteroideas presentes entre los 6 y 10 m, fueron observados en una proporcion
menor a 0,05 (Figura 2.7F).

136

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura
1.0 =
0.8
0.6 -
0.4
0.2 -
0.0 - T 1 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1.0 100
E)
0.8 — . 80
c X
8 06+ © 60
o) S
g o g
ot -1 40 —
@ 3
o
02 = : 20 -
0.0 T T T T T T T g T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1.0 100
C) F)
0.8 80 —
0.6 H 60 —
0.4 4 40
0.2 4 20
0.0 - T 0 T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Profundidad (m)
OArbacia dufresnii B Crepipatella dilatata @ Mytilus chilensis O Asteroidea OAcanthina monodon W Tegula atra
D Aulacomya atra B Loxechinus albus D Metridium senile B Perumytilus purpuratus B Choromytilus chorus B Cirripedia

Figura 2.7. Distribucion vertical de la proporcidn de abundancia para las especies de mitilidos y fauna acompafiante y de la cobertura de Cirripedios
en las zonas Fiordo Reloncavi (A, D), Hualaihué (B, E) y Estero Castro (C, F).
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4.3.3. Muestreos de estado de salud de Mytilus chilensis
4.3.3.1.  Distribucion de tamafios

Para la estimacion de la estructura de tallas en la zona fiordo Reloncavi se recolectd y midio un total
de 6023 ejemplares de M. chilensis desde los estratos de profundidad superior, medio e inferior,
cuando se observaron individuos en los tres niveles (Tabla 2.4). La longitud media promedio de M.
chilensis fue mayor en el nivel inferior (50,05 mm), mientras que los choritos del intermareal superior
fueron en promedio méas pequefios (26,3 mm LC).

En la zona de Hualaihué, se recolecto 8191 ejemplares de M. chilensis, obteniendo ejemplares en el
nivel superior de todas las estaciones monitoreadas, mientras que en el nivel medio de profundidad
no se obtuvieron muestras de la estacion Caleta Bay. En el nivel inferior de esta zona los choritos
fueron menos abundantes, registrandose ejemplares en 8 de las 15 estaciones (Tabla 2.5) y solo en
4 de ellas (Punta Pichicolo, Caleta Andrade, Pichicolo y Hualaihué) se recolect6 > 20 individuos (desde
5 cuadrantes de 0,25x0,25) (Tabla 2.5). La longitud promedio en el nivel inferior de esta zona fue
mayor (44,6 mm LC) que el nivel medio y superior (40,07 y 29,2 mm LC, respectivamente) (Tabla 2.4).

En las estaciones de Estero Castro la muestra obtenida de M. chilensis fue de 1056 individuos, los
que fueron recolectados principalmente en el estrato superior. S6lo se registraron 3 estaciones con
choritos en el nivel inferior de profundidad (Tabla 2.4). La longitud promedio en ambos estratos fue
similar (38,19 y 39,26 mm LC, respectivamente).

Tabla 2.4. Resumen de muestras recolectadas de Mytilus chilensis por estrato de profundidad para la
estimacion de la estructura tallas en las zonas de Fiordo Reloncavi, Hualaihué y Castro.

Zona Estrato' de N° Individuos Telli mesia
Profundidad (mm)
Inferior 1732 50,05
Fiordo Reloncavi Medio 1976 48,69
Superior 2315 26,13
Inferior 281 44,60
Hualaihué Medio 3516 40,07
Superior 4394 29,20
Inferior 246 38,19

Castro Medio 0 -

Superior 810 39,26

La distribucion de tamafos de los ejemplares de M. chilensis en el fiordo Reloncavi presento alta
variabilidad en todos los niveles de profundidad. En el estrato superior predominaron individuos entre
5y 45 mm LC, con individuos de mayor tamafio mas escasos. Los choritos del nivel medio e inferior
presentaron un patron de distribucion similar, con predominancia de individuos entre 40y 70 mm LC
(Figura 2.8).
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En la zona de Hualaihué la distribucion de tamafios de M. chilensis también registro individuos de
menor tamafio en el estrato superior, concentrada entre 10 y ~50 mm LC. El nivel medio de los bancos
en la zona de Hualaihué presento una distribucion de tamafios bimodal (~20 y 45 mm LC), mientras
que en el nivel inferior se registraron tamafios predominantes entre 40 y 70 mm LC y una baja
representacion de individuos entre 5y 35 mm LC (Figura 2.8).

En estero Castro la distribucion de tamafos en el estrato superior se concentro entre 30 y 60 mm LC,
mientras que en el estrato inferior los tamaiios de los choritos se concentraron entre 30 y 50 mm LC
(Figura 2.8).

La estructura de talla de M. chilensis para cada sector (estacion de muestreo) y estrato de las
estaciones monitoreadas se muestra en Anexo 2.4.

Tabla 2.5. Numero de ejemplares obtenidos por zona, estacion, transecto y estrato de profundidad
para la estructura de talla, peso y sexo de Mytilus chilensis. Las muestras fueron recolectadas usando
cuadrantes de 0,25x0,25 m.

Nimero de Muestras
Zona Sector : Estructura de talla : Talla Peso
Nivel Nivel Nivel . Sexo
; ; i Peso Gonada
Inferior Medio | Superior
Chafiihué 49 37 50 15 15
Nercon 333 50 15 15
Castro Punta Rauco 95 147 50 15 15
Rauco 154 50 15 15
Yutuy 102 139 50 15 14
TOTAL 246 0 810 250 75 74
Baltazar 158 116 50 15 15
Caleta Andrade 26 51 137 50 15 15
Camino Cholgo 1 260 181 50 15 15
Canal Cholgo 125 364 50 15 15
Canal Hornopirén 354 109 50 15 15
Punta Comau 600 638 50 15 15
Hualaihué 177 466 69 50 15 15
Isla Pelada Este 131 308 50 15 14
Hualaihué Isla Pelada Oeste 1 307 216 50 15 15
Llancahué 110 233 50 15 15
Llancahué Sur 280 638 50 15 15
Pichicolo 50 275 54 50 15 14
Punta Pichicolo 22 61 73 49 15 15
Puntilla Quillon 1 561 50 15 15
Quintupeu 1 337 689 50 15 15
Caleta Bay 3 8
TOTAL 281 3516 4394 749 225 223
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Nimero de Muestras
Zona Sector : Estructura de talla : Talla Peso
Nivel Nivel Nivel . Sexo
; ; i Peso Gonada
Inferior Medio | Superior
Bahia Martin 137 263 772 50 15 15
Barquillo 99 95 83 50 15 15
Cajon 189 138 300 50 15 15
Coitué 77 384 50 15 15
Factoria 139 149 67 50 30 29
Llaguepe 164 119 58 50 15 15
Marimelli 115 148 220 50 15 15
Reloncavi Marimelli, Sur 130 220 108 50 15 15
Pocoihuén 222 183 58 50 30 30
Punta Salida 130 93 19 46 30 30
Ragusa 63 180 13 50 15 15
Relonhue 37 93 3 50 15 15
Rollizo 72 82 22 50 15 15
Serapio 66 159 91 50 15 15
Sotomd 92 54 117 50 15 15
TOTAL 1732 1976 2315 746 270 269
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Figura 2.8. Estructura de talla de Mytilus chilensis para los estratos de profundidad superior, medio e
inferior en las zonas de Fiordo Reloncavi, Hualaihué y Castro.

El modelo més informativo para el anélisis de cohortes de M. chilensis en el fiordo Reloncavi identifico
5 cohortes en la distribucion de tamarfios (AIC= 51791) (Figura 2.9, Tabla 2.6). Las tres primeras
cohortes (aproximadamente 8, 17, 29 mm LC, en promedio respectivamente) mostraron una
representatividad similar, mientras que la cuarta cohorte (~50mm LC) fue la que represento una mayor
proporcion de la muestra estudiada, a la vez que mostré mayor desviacion estandar.

En Hualaihue, el modelo mas informativo (AIC=65953) también identific la presencia de cinco
cohortes en la distribucion de tamafios de M. chilensis (promedio en aproximadamente 15, 22, 27, 37
y 51 mm LC) (Figura 2.10, Tabla 2.6).

En Estero Castro el modelo mas informativo (AIC=7716), identificd la presencia de 6 cohortes, aunque
con un valor muy cercano de AIC para el modelo con 5 cohortes (Figura 2.11). En el modelo de 6
cohortes se observo una primera cohorte (9 mm LC) con baja representacion (0,4%), mientras que la
segunda cohorte (~27 mm LC) presentd mayor representatividad (5%) (Figura 2.11, Tabla 2.6).
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Figura 2.9. Izquierda: Analisis de cohortes para la distribucion de tamafio de Mytilus chilensis
recolectada en el fiordo Reloncavi. Lineas azules muestras la distribucion de la proporcion de cada
una de las cohortes analizadas (3 a 7). Linea roja muestra la distribucién acumulada. Modelo
seleccionado de 5 cohortes, AIC= 51791. Derecha: Distribucion de la matriz de correlacion para los
diferentes ajustes (por cohorte).
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Figura 2.10. Izquierda: Andlisis de cohortes para la distribucion de tamafio de Mytilus chilensis
recolectada en la comuna de Hualaihué. Lineas azules muestras la distribucion de la proporcién de
cada una de las cohortes analizadas (3 a 7). Linea roja muestra la distribucion acumulada. Modelo
seleccionado de 5 cohortes, AlC= 65953. Derecha: Distribucion de la matriz de correlacion para los
diferentes ajustes (por cohorte).
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Figura 2.11. Izquierda: Andlisis de cohortes para la distribucion de tamafio de Mytilus chilensis
recolectada en Estero Castro. Lineas azules muestras la distribucién de la proporcion de cada una de
las cohortes analizadas (3 a 7). Linea roja muestra la distribucion acumulada. Modelo seleccionado
de 5 cohortes, AIC= 7716. Derecha: Distribucion de la matriz de correlacion para los diferentes ajustes
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Tabla 2.6. Estimados de los parametros del modelo de cohortes seleccionado en el andlisis de la
distribucion de la frecuencia de tallas de Mytilus chilensis en las zonas Fiordo Reloncavi, Hualaihué y
Estero Castro.

, Ne Fiordo Reloncavi Hualaihué Estero castro
et Cohortes | Estimado EsEtg:Jar B EsEtg:Jar B EsEtg:Jar

1 0,089 0,011 0,164 0,021 0,004 0,002

2 0,108 0,030 0,022 0,007 0,054 0,058

., 3 0,196 0,058 0,278 0,198 0,272 0,154
Proporcion

4 0,553 0,034 0,311 0,226 0,617 0,132

5 0,054 0,225 0,019

6 0,034 0,018

1 8,503 0,287 15,404 0,305 8,269 0,579

2 16,907 1,093 22,252 0,199 26,626 0,852

. 3 28,586 1,986 27,436 2,131 34,532 1,163
Talla Media

4 51,059 2,220 37,674 4,630 40,369 0,797

5 64,466 1,225 51,200 4,404 46,800 0,553

6 54,647 0,957

1 2,637 0,171 3,511 0,179 1,159 0,391

2 4,700 0,610 0,919 0,278 1,718 1,071

Desviacion 3 7,424 1,165 6,263 1,043 4,408 1,991

Estandar 4 12,495 0,844 7,864 2,073 9,534 0,452

5 4,661 1,346 11,268 1,285 0,847 0,499

6 1,969 0,751
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4.3.3.2.  Relacion talla peso e indice de condicion

La relacion talla - peso en el fiordo Reloncavi se estimo a partir de una muestra de 746 individuos de
M. chilensis, de 749 ejemplares para la zona de Hualaihué y de 250 individuos para la zona de Castro.

En las tres zonas estudiadas se logrd un relativamente buen ajuste para cada una de las zonas, las
que presentaron similitudes en su relacion longitud peso. Tanto los choritos de fiordo Reloncavi como
aquellos de estero Castro y Hualaihué mostraron un valor de b<3, por tanto, alométrico negativo. En
el caso de estero Castro se registraron pocos ejemplares sobre 60 mm LC (Figura 2.12). En la zona
de Hualaihué el parametro b=2,61 fue mayor que en Castro y Fiordo Reloncavi.
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Figura 2.12. Relacion Longitud peso de Mytilus chilensis para las zonas A) Fiordo Reloncavi, B)
Hualaihué, y C) Estero Castro.
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El indice de condicion (IC) relativo al peso total y peso carne de M. chilensis mostré amplia variabilidad
en las estaciones muestreadas en la zona del Fiordo reloncavi, con los mayores valores en la estacion
1 ubicada en la boca del fiordo (Coitue), disminuyendo entre las estaciones 2 a 4 y con una alta
variabilidad entre las estaciones 5 y 15 estimando una mediana del IC peso total de entre 90% y 120%
y del IC peso carne de entre 80% y 120 % (Figura 2.13A, D).

En la zona de Hualaihué, el indice de condicion (IC) peso carne muestra una mayor variabilidad entre
estaciones que el IC peso total (Figura 2.13B, E). La mediana del IC peso total varia entre 90% y
110%, mientras que la mediana del IC peso carne presenta un rango intercuartil de ente 60% y 180%,
y una mediana entre 80% y 135% (Figura 2.13B, E).

En la zona de Estero Castro se registro el rango intercuartil mas estrecho de las 3 zonas muestreadas.
ElC peso total, presenta su mayor valor en la estacion 1 (Chafiihué) de 120%, mientras que se registro
una mediana de entre 93% y 100% en las estaciones 2 a 5. El IC peso carne, muestra una mayor
variabilidad, con una mediana que vard entre 94% y 115%, en las estaciones 1y 4, correspondiente
a los sectores Chafiihué y Rauco, respectivamente (Figura 2.13C, F).
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4.3.3.3.  Proporcion sexual e indice gonadico

La estimacion de la proporcion sexual se obtuvo de una muestra de 269 individuos de M. chilensis

para la zona del fiordo Reloncavi, de 223 para Hualaihué y 74 individuos para la zona de Castro (Tabla
2.5).

La proporcion sexual de M. chilensis obtenida en la zona de fiordo de reloncavi fue mayor en hembras
en 8 estaciones con una proporcion de entre 53% y 67%, mientras que la proporcion de machos
cuando fue mayor vari6 entre 53,3% y 73,3% (Figura 2.14A). En la zona de Hualaihué la proporcién
de hembras fue mayor en 10 de las 16 estaciones monitoreadas, con un rango que vario entre 53,35%
y 80%, en tanto que en el Estero Castro la proporcion de hembras fue levemente mayor en 3 de las 5
estaciones visitadas (Figura 2.14B, C).
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Figura 2.14. Proporcion sexual de Mytilus chilensis en las zonas de A) Fiordo Reloncavi, B) Hualaihué,
y C) Estero Castro.
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Elindice gonadico (IG) de M. chilensis vario entre 0y 16% en las tres zonas monitoreadas. Consistente
con el indice de condicion, la zona de Hualaihué fue donde se observd la mayor mediana de IG entre
51%y 9,0 % con un promedio de 7,6%, mientras que la mediana del IG registrado en la zona del
fiordo Reloncavi vario entre 2% y 6% y media de 4,4%. En la zona del Estero Castro presento una
mediana de entre 3,7% y 5,8% y un promedio de 4,8% (Figura 2.15).
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Figura 2.15. indice Gonadico (IG) de Mytilus chilensis en las zonas A) Fiordo Reloncavi, B) Hualaihué
y C) Estero Castro.

4.3.4. Seguimiento bimestral de bancos
434.1.  Seleccion de bancos

La seleccion de bancos para el seguimiento bimestral se basé en la propuesta metodolégica y los
sitios de muestreo fueron consensuados con la contraparte técnica. La propuesta fue presentada en
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formato escrito, lo que se complementd con una presentacion PowerPoint. De esta actividad se genero
un acta con los acuerdos que contiene la identificacion de los sitios a muestrear (Anexo 2.4).

En el fiordo Reloncavi se seleccionaron las estaciones 7,11 y 15 (Llaguepe, Serapio y Punta Salida,
respectivamente) (Figura 2.4A); en la zona de Hualaihué se seleccionaron las estaciones 1, 4y 7
(Hualaihué, Pichicolo y canal Hornopirén) (Figura 2.4C), finalmente en estero Castro se seleccionaron
las estaciones 2, 3y 4 (Yutui, Nercon y Rauco, respectivamente) (Figura 2.5).

434.2. Muestreo bimestral de bancos

Los muestreos se realizaron en los meses diciembre de 2023, marzo y mayo de 2024 (Tabla 2.7). En
todos los monitoreos se registraron videos de los transectos fijados al fondo en cada uno de los
sectores, 10 que genero un total de 27 video transectos por zona y muestreo. En el primer muestreo
no se registraron semillas en colectores, ya que aun no se registraba captacion (Tabla 2.7). La
proporcion de las especies de mitilidos registradas en las muestras de bancos naturales en cuadrantes
de 0,25x0,25 desde los bancos naturales, en los niveles superior, medio e inferior fueron M. chilensis,
A. atra, C. chorus y P. purpuratus se muestran en la Figura 2.16.

Tabla 2.7. Muestreos himestrales realizados y tipo de muestras recolectadas en 3 sitios de cada zona.

Sector N° de cuadrantes banco natural N° de N° de
(N° de Estacion) Inferior Medio Superior | Videos | Colectores

Fecha Zona

w
w
w

Llaguepe (7) 3

06-12-2023 | Reloncavi | Serapio (11)

Punta Salida (15)

Rauco (4)

07-12-2023 Castro Nercdn (3)

Yutuy (2)

Hualaihué (1)

13-12-2023 | Hualaihué | Pichicolo (4)

Canal Hornopirén ( 7)

Llaguepe (7)

25-03-2024 | Reloncavi | Serapio (11)

Punta Salida (15)

Rauco (4)

18-03-2024 Castro Nercdn (3)

Yutuy (2)

Hualaihué (1)

14-03-2024 | Hualaihué | Canal Hornopirén (7)

Pichicolo (4)

Llaguepe (7)

15-05-2024 | Reloncavi | Serapio (11)

Punta Salida (15)

WIWWWWIFRP(WWWWIN[WWIWIN|O|W|Ww|wWw|w|w
WLDWWWINFPWOOIO(W(W W W|IW|F|IF|IFkPIOlWw|lw
WWWWINWWWIN(WWWW|W|WIW|IW|IN|W|W|Ww
WWWWWWWWWWWWW|W|WW|W|Ww|Ww|w|w

WIO(WWO(OO(WO(WwW(O(w|w

18-05-2024 Castro Rauco (4)
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Fecha Zona Sector N° de cuadrantes. banco natura! N° de N° de
(N° de Estacion) Inferior Medio Superior | Videos | Colectores
Nercon (3) 3 3 3 3 0
Yutuy (2) 3 3 3 3 3
Hualaihué (1) 3 3 3 3 0
25-05-2024 | Hualaihué | Pichicolo (4) 3 3 3 3 0
Canal Hornopirén ( 7) 3 3 3 3 0

En las Figuras 2.17 a 2.19 se muestran las distribuciones de tamafos de las muestras obtenidas en
el banco natural y en los colectores (en este caso solo a partir del segundo muestreo) (Tabla 2.8).

En el muestreo 1, en las tres zonas s6lo se observan individuos M. chilensis de banco natural (barras
rojas), observando presencia de individuos <10 mm (que corresponderian a reclutados recientemente)
en Hualaihué y escasamente en fiordo Reloncavi. En el mes de marzo (muestreo 2, tres meses
después) se observaron semillas abundantes en los colectores en fiordo Reloncavi y Castro de hasta
30 mm, mientras que en Hualaihué no se registraron semillas en colectores (Figura 2.17 a 2.19, Tabla
2.8) A la vez, en el banco natural se observa aumento de los individuos < 10 mm LC (reclutas), mas
abundantes en Hualaihué superior e inferior y menos abundantes en Reloncavi superior.

Finalmente, en el muestreo 3 (mayo), no se registraron semillas en Hualaihué. En Castro y fiordo
Reloncavi las semillas fueron abundantes en los colectores y alcanzaron tamafos de hasta 35 mm en
fiordo Reloncavi y hasta 45 mm en Castro. Por otro lado, en fiordo Reloncavi y en Castro se observo
una distribucion bimodal en los choritos de banco natural solo en el nivel inferior, sugiriendo un
reclutamiento exitoso en ambos sitios y niveles. En Hualaihué se mantuvo la representatividad de
individuos pequefios (Figura 2.17 a 2.19).

Tabla 2.8. Numero de ejemplares de Mytilus chilensis recolectados para la estructura talla desde
transectos en banco natural y colector, por nivel de profundidad inferior, medio y superior, durante los
monitoreos de diciembre 2023, marzo y mayo de 2024, en las zonas Fiordo Reloncavi, Hualaihué y
Estero Castro.

Zona Mes Traqsecto en Bgnco Naturql . Colec.tor '
Inferior | Medio | Superior | Inferior | Medio | Superior

Fiordo diciembre 2023 365 264 166
Reloncavi marzo 2024 199 272 184 1260 1773 2841
mayo 2024 371 262 193 1443 1910 1258

diciembre 2023 477 641 817
Hualaihué marzo 2024 797 714 1149 236

mayo 2024 756 550 605

Estero diciembre 2023 234 77 334
Castro marzo 2024 366 399 1953 1639 1959
mayo 2024 737 173 678 1600 1297 1700
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Las distribuciones de tamafios observadas en los bancos naturales incluyeron rangos de tamafios
hacia individuos mas grandes, lo que se explica porque los colectores de semillas se instalan cada
afno.

La distribucion de tamafios de las semillas obtenidas desde los colectores fue mas amplia en Castro
y en el estrato inferior del fiordo Reloncavi, mientras que en el estrato superior del fiordo Reloncavi,
las semillas fueron mas pequefias (Figura 2.19).
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Figura 2.16. Proporcion de especies de Mitilidae registradas en los muestreos bimestrales en bancos seleccionados de las zonas Fiordo Reloncavi,

Hualaihué y Estero Castro.
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Figura 2.17. Distribucion de tamafios de Mytilus chilensis desde cuadrantes de 0,25 x 0,25 m en bancos naturales y colectores en la zona Fiordo
Reloncavi, en los muestreos de diciembre de 2023, marzo y mayo de 2024, en los niveles de profundidad superior, medio e inferior.
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Figura 2.18. Distribucion de tamafios de Mytilus chilensis desde cuadrantes de 0,25 x 0,25 m en bancos naturales y colectores en la zona Hualaihug,
en los muestreos de diciembre de 2023, marzo y mayo de 2024, en los niveles de profundidad superior, medio e inferior.
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Figura 2.19. Distribucion de tamafios de Mytilus chilensis desde cuadrantes de 0,25 x 0,25 m en bancos naturales y colectores en la zona Estero
Castro, en los muestreos de diciembre de 2023, marzo y mayo de 2024, en los niveles de profundidad superior, medio e inferior.

157

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas.
Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”



Universidad Eé

% i d icul
Austral de chile | ittt de scicutur

onocimiento y Naturaleza

El analisis de cohortes de las semillas de los colectores muestreados el fiordo Reloncavi en marzo,
registro cinco cohortes (Figura 2.20A), con una corte mas robusta en aproximadamente 10 mm LC.
En el muestreo de mayo, se observo que el modelo mas informativo (menor AIC y Max. Grad <1)
registro 4 cohortes, con una cohorte que representd mas de 50% de las semillas con tamafio promedio
alrededor de 18 mm LC (Figura 2.20B).

Por otro lado, en Castro el modelo mas informativo tambiéen identific 5 cohortes en la captacion de
semillas hasta marzo, con una cohorte mas robusta en tamafio promedio 18 mm LC (alrededor de
50%) y una cohorte mas pequefa (10%) en tamafio promedio 24 mm LC) (Figura 2.21A). En mayo
de 2024 se registraron nuevamente 5 cohortes, las méas robustas en 24 y 32 mm LC (Figura 2.21B).
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Figura 2.20. Anélisis de cohortes de semillas de Mytilus chilensis obtenidas desde colectores, A) en
el mes de marzo de 2024 en fiordo Reloncavi; B) en el mes de mayo de 2024 en la zona Fiordo
Reloncavi. Lineas azules muestras la distribucion de la proporcion de cada una de las cohortes. Linea
roja muestra la distribucion acumulada. AIC es el criterio de informacion de Akaike. Encerrado en
rectangulo los modelos mas informativos.
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Figura 2.21. Anélisis de cohortes de semillas de Mytilus chilensis obtenidas desde colectores, A) en
el mes de marzo de 2024 en fiordo Reloncavi; B) en el mes de mayo de 2024 en la zona Estero Castro.
Lineas azules muestras la distribucion de la proporcién de cada una de las cohortes. Linea roja
muestra la distribucion acumulada. AIC es el criterio de informacion de Akaike. Encerrado en
rectangulo los modelos mas informativos.

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la

160

disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de

Hualaihué y Castro”




Universidad £

Austral de Chile |y e

Conocimiento y Naturaleza

Figura 2.22. Fotografia de colectores en el sector de Pichicolo (Hualaihué) que muestra la ausencia
de semillas en esa zona en marzo de 2024.
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5. Objetivo Especifico N°3. Caracterizar genéticamente los bancos naturales, considerando el
gradiente vertical, mediante marcadores SNP, para apoyar la trazabilidad de las diferentes
especies del género Mytilus presentes en el area de estudio e identificar posibles bancos
con poblaciones o individuos de especies exoticas.

5.1. Antecedentes

El estudio de la caracterizacion genética de los bancos naturales de mitilidos en Chile se ha realizado
desde hace més de 20 afios, utilizando diferentes aproximaciones metodologicas. Los resultados han
mostrado diferencias en la estructura poblacional, a lo largo de grandes rangos de distancia, donde se
ha observado diferenciacion con Punta Arenas principalmente (Oyarzin et al., 2016). Sin embargo,
con el avance del desarrollo de tecnologia molecular, que ha permitido conocer en mayor detalle
genes, secuencias 0 genomas, se han desarrollado otra serie de trabajos, tanto para preguntas
globales de identificacion de especie hasta comparacion entre bancos. Para esto se ha utilizado
métodos de secuenciacion de ADN (Astorga et al., 2015), desarrollo de microsatelites (Ouagajjou et
al., 2011; Larrain et al., 2014) y analisis genoémicos de SNPs (Araneda et al., 2016; Larrain et al.,
2018). Ademas, recientemente se ha realizado la secuenciacion del genoma completo de la especie
(Gallardo-Escarate et al., 2022).

Los resultados han mostrado patrones muy similares, donde destaca que la especie presente en Chile
es unica y diferenciada del resto de especies del mismo género, presentes en otras localidades,
confirmando su denominacion como Mytilus chilensis. Por otro lado, se ha detectado la presencia de
la especie invasora Mytilus galloprovincialis, aunque restringida a las zonas de la Region del Biobio
(Toro et al., 2005, Oyarzun et al. 2024) y posiblemente en la Region de Magallanes (Oyarzin et al.,
2016), sin un registro actual con marcadores de alta resolucion, en la Region de Los Lagos. Ademas,
Valenzuela et al. (2016), diferenciaron hibridos de ambas especies mediante marcadores moleculares
evaluados en individuos que se reprodujeron en laboratorio, logrando separar estos grupos como se
observa en el anélisis de componentes principales, destacados en circulo rojo en la Figura 3.1.

Los estudios a lo largo del gradiente latitudinal han establecido una amplia conectividad entre bancos
naturales de la costa chilena, no observandose estructura o diferenciacion entre localidades, como se
muestra en los estudios realizados por Astorga et al. (2015, 2018), quienes definen tipos genéticos
compartidos entre localidades, como se observa en las redes de haplotipos de la Figura 3.2, y donde
si se observan diferencias con las muestras ubicadas en la costa argentina.

Estos resultados son corroborados posteriormente en el analisis poblacional realizado por Astorga et
al. (2020), como se observa en la Figura 3.3, que muestra los grupos genéticos compartidos entre
localidades.
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Figura 3.1. Analisis de coordenadas principales usando el genotipo completo de los individuos de la

especie Mytilus chilensis, Mytilus galloprovincialis y los hibridos entre ambas especies (obtenidos de
cruces en laboratorio). Extraido de Valenzuela et al. (2016).
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Figura 3.2. Red de haplotipos de las muestras de Mytilus chilensis y muestras de la costa Atlantica,
en base a datos de secuenciacion de ADN mitocondrial del gen COI. (Extraido de Astorga et al., 2015).
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Figura 3.3. Red de haplotipos de muestras de Mytilus chilensis de la costa chilena, para evaluar su
estructura genética poblacional en base a secuenciacion de ADN mitocondrial. (Extraido de Astorga
etal., 2020).

Los trabajos han determinado que los bancos naturales de la especie M. chilensis presentan alta
conectividad, lo cual puede ser debido a dos grandes causas: i) naturales por alta dispersion de los
estados larvales, producto de corrientes o por su tiempo de vida larval de aproximadamente 30 a 40
dias en el plancton y ii) causas antropicas, correspondiente al movimiento de individuos en estados
de semilla, desde una zona de produccion o captacion hacia otra zona donde se realiza engorda, y
donde los individuos también son capaces de madurar y reproducirse. Estos procesos han hecho dificil
identificar origen de las semillas o identificar bancos naturales que sean fuente para la captacion,
debido a que la similitud genética de estos es muy alta, por la mezcla ya descrita.

Se espera que, con el uso de analisis més finos para la lectura de la informacion genética, como la
secuenciacion masiva, puede resolverse esta problematica, solo si es que ésta se debe a las
herramientas genéticas actualmente utilizadas y no a las caracteristicas de los bancos naturales de la
especie M. chilensis.

Sin embargo, se ha detectado diferenciacion de la diversidad genética entre algunas localidades
(Astorga et al., 2020), lo cual se asocia a los niveles de extraccion y cultivo, donde la mas alta
diversidad fue observada en Huinay (lugar sin cultivo y extraccion de mitilidos por ser un area
protegida), mientras que la menor diversidad fue observada en Yaldad (la primera y mas importante
area de captacion para la mitilicultura hasta los afios 1990s).
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Por Ultimo, a nivel mas local, se ha observado diferencias geneéticas entre muestras del intermareal y
submareal (Astorga et al., 2018) donde se ha encontrado un grado de seleccion natural diferencial
entre grupos de ambas zonas, siendo seleccionados en contra de aquellos individuos mas expuestos
que se ubican en la zona intermareal. Por otro lado, el uso de marcadores capaces de indicar procesos
selectivos puede ser de gran utilidad para corroborar estos procesos, lo cual seria posible usando
SNPs outlier, como lo describe Araneda et al. (2016).

5.2. Metodologia
5.2.1. Recoleccion de muestras

La obtencion de muestras para los anélisis genéticos se realizO en estaciones especificas
muestreadas en las campafias descritas en el objetivo especifico N°2.

Las muestras para la identificacion genética de los diferentes morfos identificados en el objetivo
especifico N°2 se recolectaron desde varias estaciones de muestreos en las tres zonas de estudio
(Tabla 2.1). Posteriormente, se realizd una nueva clasificacion en la que se descartaron los morfos
repetidos para su posterior anlisis geneético, utilizandose muestras de cuatro estaciones del fiordo
Reloncavi, cuatro estaciones de Hualaihué y tres estaciones de Estero Castro (Tabla 3.1, Figura 3.4).

Desde este mismo grupo de muestras se separaron muestras de individuos de M. chilensis intermareal
y submareal, solo para el caso del fiordo Reloncavi, ya que en Hualaihué y Castro no se registro M.
chilensis o similar en el submareal.

Para el objetivo especifico N°4 se recolectaron muestras de semillas y adultos provenientes de bancos
naturales y lineas de cultivo desde las estaciones Rollizo y Llaguepe en fiordo Reloncavi; Puntilla
Quillén y Llancahué en Hualaihué, y Chafiihué y Yutuy en Estero Castro (Figura 3.4 A, By C).
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Figura 3.4. Mapa de ubicacion de las estaciones donde se recolectaron las muestras para la
caracterizacion genética de Mytilus chilensis, objetivo 4 (rojo), analisis morfologico (verde) e
intermareal y submareal (azul) en las zonas Fiordo Reloncavi (A), Hualaihué (B) y Estero Castro (C).
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5.2.2. Identificacion de mitilidos e hibridos en bancos naturales

Requerimiento metodologico 5.3.2 el cual plantea “Identificar cada una de las especies de mitilidos
presentes en los bancos naturales del &rea de estudio, considerando al menos 3 estratos en el sentido
vertical, con especial énfasis en detectar la presencia de especies exoticas como Mytilus
galloprovincialis™ y requerimiento metodologico 5.3.3. “Identificar los sectores donde hay presencia en
los bancos naturales de otras especies del género Mytilus diferentes a Mytilus chilensis o de bancos
naturales de ellas y el grado de hibridacion con M. chilensis, si lo hubiera”.

Para la identificacion de especies, se muestrearon individuos que presentaron morfos diferenciados al
comdn observado en Mytilus chilensis, siguiendo las formas de las especies M. chilensis, M.
galloprovincialis, M. trosulus, M. edulis descritas en Figura 2.1 (objetivo especifico N°2) y otros morfos
observados, de tal forma de asegurar un muestreo dirigido a la posible presencia de otras especies
(Tabla 3.1).

El analisis de los morfotipos para identificacion de especie se realizd mediante dos tipos de
metodologias genéticas, con la tecnologia de High Resolution Melting (HRM), y secuenciacion de ADN
mitocondrial (marcador universal para DNA Barcoding, Citocromo oxidasa I, COI).

Tabla 3.1. Nimero de mitilidos de bancos naturales muestreados y analizados para la secuenciacion
del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | por zona, sector y zona mareal.

Zona SECTOR ZONA MAREAL NUMERO
Coitué Submareal 6
Coitué Intermareal 15
Bahia Martin Submareal 11
Bahia Martin Intermareal 12
Fiordo Cajon Submareal 7
Reloncavi Cajon Media 11
Cajon Intermareal 11
Llaguepe Submareal 9
Llaguepe Media 6
Llaguepe Intermareal 3
Hualaihué Hualaihué Submareal 12
Estero Castro Estero Castro Submareal 10
TOTAL 113
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522.1. lIdentificacion de especies e hibridos mediante técnica HRM

Para la identificacion de especies se analizaron los diferentes morfos encontrados en los distintos
sectores, mediante la aproximacion indicada en las bases consistente a la aplicacion del método de
PCR-High resolution Melting (HRM) multilocus definido por Quintrel et al. (2021) utilizando los
partidores PAPM F-R disefiados por Jilberto et al. (2017). Cabe destacar que segun la propuesta
original se establecio la identificacion de especies de Mytilus chilensis e hibridos mediante la definicion
de un panel de 9 SNPs descritos en el trabajo de por Quintrel et al. (2021) mas el previamente
publicado por Jilfredo et al. (2017). No obstante, la secuencia y condiciones del panel de partidores de
los 9 marcadores no fue posible de encontrar en el articulo publicado, asi como en los trabajos de
tesis desarrollados por el grupo de investigacion. Especificamente el set de partidores descritos para
L2-L10 descritos en la publicacion de Quintrel et al. (2021) en la Tabla 3.2 (ver a continuacion).

Tabla 3.2. Nombre, tamafio Amplicon, polimorfismos y referencia.

Tamafo

Nombre . SNP Referencia
Amplicon (pb)
PAPM-F/PAPM-R 116-170 GIT Jilberto et al. (2017)
L2-F/IL2-R 106 AT Quintrel et al. (2021)
L3-FIL3-R 58 AlC Quintrel et al. (2021)
L4-F/IL4-R 51 AlG Quintrel et al. (2021)
L5-F/L5-R 54 T/C Quintrel et al. (2021)
L6-F/IL6-R 132 AlG Quintrel et al. (2021)
L7-FIL7-R 79 CIT Quintrel et al. (2021)
L8-F/L8-R 54 GIT Quintrel et al. (2021)
L9-F/IL9-R 80 CIT Quintrel et al. (2021)
L10-F/L10-R 57 AlG Quintrel et al. (2021)

En sintesis, el analisis de HRM solo fue realizado utilizando los partidores que amplifican una region
del gen PAPM (Polyphenolic Adhesive Protein of Mussels), cuya secuencia esta publicada en el trabajo
de Jilfredo et al. (2017). La secuencia de los partidores utilizados fueron las siguientes: (PAPM-F: 5'-
GGAACAAAGCATGGACCA-3' and PAPM-R:5'-GACAGCTTCTTTGCAAGTGG-3").

Los morfotipos analizados para la identificacion de especie se realizo en las tres zonas y el detalle se
muestra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Muestras para analisis de morfotipos para identificacion de especie mediante analisis de
High Resolution Melting (HRM).

N° MUESTRA Z0ONA SECTOR TEJIDO INT/MEDIO/SUB CLASIFICACION
1 Reloncavi Coitué manto Intermareal morfo T3 SUP
2 Reloncavi Coitué branquia Intermareal morfo T3 SUP
3 Reloncavi Coitué manto Intermareal morfo T3 SUP
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N° MUESTRA ZONA SECTOR TEJIDO INT/MEDIO/SUB CLASIFICACION
52 Reloncavi Coitué branquia Intermareal banco natural T3 SUP
92 Reloncavi Coitué branquia Submareal banco natural INF
101 Reloncavi Coitué manto Submareal banco natural INF
134 Reloncavi Cajon manto Media morfo T4 media
167 Reloncavi Marimelli manto Submareal morfo T1 INF
182 Reloncavi Marimelli manto Submareal morfo T4 INF
200 Reloncavi Sotomé manto Intermareal morfo T5 SUP
201 Reloncavi Sotomé manto Intermareal morfo T4 SUP
345 Reloncavi Relonhué manto Intermareal morfo T4 SUP
368 Reloncavi Ragusa manto Submareal morfo T1 INF
383 Reloncavi Bahia Martin | manto Intermareal morfo T4 SUP
409 Reloncavi Bahia Martin | manto Media morfo T2 media
444 Reloncavi Marimelli Sur | manto Intermareal morfo T1 SUP
455 Reloncavi Barquillo manto Media morfo T2 media
675 Hualaihué Pichicolo manto - morfo Pichicolo
681 Hualaihué Isla Pelada | manto - morfo Isla Este
694 Hualaihué C. Andrade | manto - morfo C. Andrade

El analisis propuesto utilizando HRM se basa en la amplificacion selectiva del gen denominado por
autores como PAPM (Polyphenolic Adhesive Protein of Mussels), cuya secuencia de partidores esta
publicada en el trabajo de Jilfredo et al. (2017). Respecto a este gen especifico utilizado como
candidato para la identificacion de especies, es importante entregar antecedentes de su conformacion
a nivel gendmico a fin de evaluar su utilizacion en la identificacion de especies del género Mytilus.
Algunos moluscos bivalvos como los choritos, producen y secretan bioadhesivos, especializados
resistentes al agua, y han sido estudiados como una fuente potencial de adhesivos resistentes al agua.
La sustancia adhesiva generada por lo choritos estd compuesta de cinco tipos distintos de proteinas:
la proteina del pie tipo 1 (FP-1) al tipo 5 (FP-5). Todas las proteinas adhesivas de choritos contienen
altas proporciones de 3-dihidroxifenil-L-alanina (DOPA), que es derivada de la hidroxilacion de los
residuos de tirosina. Este compuesto posee la caracteristica de polimerizar en presencia de agua y,
por tanto, su funcion de adherencia en choritos al sustrato marino. La técnica desarrollada por HRM
por Jilfredo et al. (2017) identifica zonas conservadas de los genes Foot proteins (FT) 4, 17,9, 11y 15
(Tabla 3.4). Dichos genes estan dispersos en los cromosomas 4, 5, 6 y 9 posiblemente por eventos
de duplicacion genomica. Un aspecto interesante, es la repeticion en tandem del gen FT-4 en el
cromosoma 4, siendo este antecedente importante para futuros estudios donde se aplique dicho gen
para inferir relaciones filogeograficas (Figura 3.5).

Table 3.4. Analisis genomico de genes identificados en el genoma de Mytilus chilensis como proteinas
de adherencia del pie (foot proteins, FPs).

Cromosoma GenelD Descripcion
Cromosoma 4 MCH019101.1 | ABC84185.1(foot protein-4 variant-2 [Mytilus californianus])
Cromosoma 4 MCH019103.1 | ABC84185.1(foot protein-4 variant-2 [Mytilus californianus])
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Cromosoma GenelD Descripcion
Cromosoma 4 MCH019106.1 | ABC84185.1(foot protein-4 variant-2 [Mytilus californianus])
Cromosoma 5 MCH022115.1 | AST36136.1(foot protein 17 [Mytilus californianus])
Cromosoma 6 MCH025256.1 | AST36129.1(foot protein 9 variant 2 [Mytilus californianus])
Cromosoma 6 MCH024637.1 | AST36130.1(foot protein 11 [Mytilus californianus])
Cromosoma 9 MCH028990.1 | AST36134.1(foot protein 15 [Mytilus californianus])
Cromosoma 9 MCH028991.1 | AST36134.1(foot protein 15 [Mytilus californianus])
Cromosoma 9 MCH028998.1 | AST36134.1(foot protein 15 [Mytilus californianus])
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Figura 3.5. Arreglo genémico de genes anotados para proteinas de adhesion del pie (Foot proteins, FP) identificadas en el genoma de Mytilus

chilensis. En la imagen se observan la localizacion de los genes FP en los cromosomas 4, 5,6y 7.

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas.

Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”



Universidad E§

X Insti de Acuicul
Austral de chile | ittt de scicutur

Conocimiento y Naturaleza

5.2.2.2. Método de secuenciacion de ADN mitocondrial
a) Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizo a partir de las muestras individuales identificadas anteriormente. Para
cada una de estas muestras se realizd extraccion de ADN total desde un trozo de tejido de
aproximadamente 0,5 cm. Mediante el uso del kit de extraccion para Moluscos (DNA kit EZNA mollusc
de Omega Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN total obtenido se almaceno a
-20°C.

b) Cuantificacion de ADN mediante Qubit dsDNA HS Assay Kit

Una vez extraido el ADN se realizd la medicion de la concentracion obtenida. La cuantificacion de las
muestras se realizd por fluorometria mediante Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Carlshad,
California). La cantidad exacta de ADN se determind mediante la comparacion de la muestra problema
con muestras de cantidad de ADN conocidas. La calidad del ADN total se visualizd en gel de agarosa
al 1% a 90 volt por 40 minutos.

c) PCR convencional

El ADN obtenido de cada una de las muestras fue amplificado por PCR mediante métodos
estandarizados para el marcador estandar para el sistema de Codigo de barras de ADN mundial,
correspondiente a Citocromo oxidasa |, mediante los partidores LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al.,
1994), los cuales ya han sido evaluados en estas muestras.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador 2720 Thermal Cycler y Mini amp plus,
a través de una desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 95°C seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, alineamiento de 55°C durante 30 segundos y una
extension a 72°C durante 45 segundos y una extension final a 72°C por 10 minutos.

d) Gel de agarosa, producto de PCR

La especificidad y el tamafio del producto final de amplificacion se verificaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% a 90 volt por 40 min. Se incluyé un patrén estandar de separacion de 100
pares de bases, que permitio discriminar de acuerdo con su peso molecular la presencia de la region
en estudio.

Los productos de PCR obtenidos y posteriormente visualizados en gel de agarosa fueron
secuenciados mediante método de Sanger en ambos sentidos usando secuenciador automatico
Applied BioSystem mediante el servicio de Macrogen inc.

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas mediante software BIOEDIT 7.7. Para el analisis
de los morfotipos e identificacion de especies en los muestreos mediante secuenciacion, se comparo
con las secuencias de diferentes especies de Mytilus extraidas de genbank. Estas secuencias
corresponden a la especie Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis, Mytilus trossulus y Mytilus
californianus.
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Las secuencias fueron comparadas mediante andlisis filogenético usando el software MEGA-11, para
lo cual se realizo el construccion del arbol filogenético mediante la aproximacion estadistica de
Neighborgh joining usando el modelo de Tamura de 3 parametros, incluyendo transiciones y
transversiones y con tasa uniforme, y se aplicd anélisis de boostrap con 500 repeticiones para el peso
de los nodos, en base a lo cual se estimo las distancias genéticas entre los datos y la agrupacion que
permite la identificacion de la especie del género Mytilus presente y correspondiente a los diferentes
morfotipos encontrados.

Para el andlisis de comparacion entre zonas mareales, se realiz6 comparacion mediante indicadores
de diversidad genética entre grupos (sectores y zonas mareales) y de divergencia genetica entre
grupos, para lo cual se utilizo el software DnaSP v6 y se utilizd andlisis de varianza molecular AMOVA
para comparar las muestras entre zonas mareales y sectores de muestreo, mediante el software
Arlequin 35. Para la estimacion de diferencias en la frecuencia genética entre localidades se obtuvo el
valor de Fst y las diferencias significativas de su diferencia de 0, mediante el sofware Genepop v4.5.7
(Rousset, 2008).

Para evaluar diferenciacion entre zonas mareales explicadas por seleccion natural, se realizo el test
de Tajima para la estimacion del valor de D, que calcula la razon entre mutaciones no sinénimas y
mutaciones sinonimas, lo cual muestra las frecuencias de alelos de reciente seleccion o recientes
cambios en el tamafo poblacional. Este valor fue obtenido usando DnaSP V6.

5.2.3. Andlisis de Datos

La identificacion de las variantes alélicas fue realizada en base a las graficas entregadas por el sistema
de andlisis PCR-HRM, lo que permitio estimar en numero la presencia de posibles otras especies e
hibridos. Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo utilizando el sistema QuantStudio™ (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU.) con un volumen total de 20 pL por reaccion. Cada mezcla de reaccion
contenia 10 pL de Melt Doctor HRM Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), 10 uM de
cebadores directos e inversos, 20 ng/uL de ADN molde y 5,4 L de agua libre de ARNasa. El protocolo
de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos, seguida de 40
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos Yy anillamiento a 60 °C durante 1 minuto.
Para el andlisis de la curva de fusion de HRM, las condiciones incluyeron desnaturalizacion a 95 °C
durante 15 segundos, recocido a 60 °C durante 1 minuto, fusion de alta resolucion a 95 °C durante 15
segundos y un paso de recocido final a 60 °C durante 15 segundos. Los resultados se analizaron
utilizando el software High-Resolution Melt (version 3.1).
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5.3. Resultados

Los principales morfotipos de las valvas de M. chilensis obtenidos de los muestreos en bancos
naturales e identificados en Tabla 2.2, se muestran en la Figura 3.6, en la que es posible observar las
diferencias morfoldgicas registradas en el campo.

Figura 3.6. Representacion de la diversidad de morfotipos de M. chilensis encontrados en las
estaciones de muestreo, basados en las caracteristicas de las especies de Mitilidos de la Figura 2.1
(Objetivo especifico N°2).
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5.3.1. Identificacion de especies e hibridos mediante técnica HRM

Los resultados de la aplicacion de la técnica de HRM solicitada en la propuesta técnica basada en el
panel multilocus, pero acotada a los partidores de PCR descritos por Jilfredo et al. (2017), evidencio
segin los patrones descritos de variante de discriminacion alélica, que todos los individuos
muestreados corresponden a M. chilensis (Tabla. 3.5). No obstante, en un 25% de las muestras
analizadas no hubo amplificacion por PCR o bien no se generaron los patrones alélicos esperados
para las especies analizadas. Cabe destacar, que la asignacion de variantes alélicas fue realizada
utilizando muestras controles previamente identificadas con el gen marcador mitocondrial COI para M.
chilensis y M. galloprovincialis. Es posible inferir que el porcentaje de no discriminacion basado en
HRM puede ser debido a la naturaleza poligénica del gen FP, sus duplicaciones encontradas a lo largo
del genoma de M. chilensis o bien mutaciones puntales ocurridas en dichos individuos que impidieron
la amplificacion selectiva del gen.

Table 3.5. Analisis de HRM sobre genes de adherencia del pie (foot proteins, FPs) en ejemplares de
Mytilus chilensis recolectados desde las 3 zonas y 15 estaciones del estudio.

Zona Estacion Vari'ante' Variant'e o Vgrignte
M. chilensis M. galloprovincialis Hibridos
Reloncavi Coitué X - -
Reloncavi Coitué No PCR* -
Reloncavi Coitué X -
Reloncavi Coitué X -
Reloncavi Coitué X -
Reloncavi Coitué X -
Reloncavi Cajon X -
Reloncavi Marimelli X -
Reloncavi Marimelli No PCR* -
Reloncavi Sotomd X -
Reloncavi Sotomd X -
Reloncavi Rolonhue X -
Reloncavi Ragusa X -
Reloncavi Bahia Martin X -
Reloncavi Bahia Martin X -
Reloncavi Marimelli Sur No PCR* -
Reloncavi Barquillo X -
Hualaihué Pichicolo X -
Hualaihué Isla Pelada No PCR* -
Hualaihué C. Andrade No PCR* -
M. chilensis Control X -
M. galloprovincialis | Control - X -

*No PCR: El anélisis por HRM no generd un producto de amplificacion cuantificable o bien los patrones de variantes alélicas
no fueron conclusivos para discriminar entre especies.
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5.3.2. ldentificacion de especies e hibridos mediante secuenciacién de ADN
a) Extraccion de ADN para andlisis de gen Citocromo Oxidasa | (COI)

La extraccion de ADN permitio obtener una cantidad adecuada para las diferentes muestras en
estudio, sin embargo, en algunos casos se observo diferentes calidades de ADN, como se observa en
la Figura 7, donde se observan bandas con ADN degradado, a pesar de que este fue suficiente para
hacer anélisis de secuenciacion.

Figura 3.7. Gel de agarosa al 1% bajo luz UV que muestra los resultados de extraccion de ADN total
para 10 muestras de Mytilus chilensis provenientes de la zona de Castro (CH1 -CH5) y Llaguepe (305-
309).

b) Amplificacién Gen COI

La amplificacion del gen COI mediante PCR mostré un resultado positivo para la amplificacion del gen,
en las diferentes estaciones en base a las condiciones de PCR descritas, con bandas especificas e
intensas, lo cual demuestra una alta cantidad de copias de ADN obtenidos. Las bandas observadas
se encuentran dentro del rango de tamafio de 600 pb, lo cual corresponde a lo esperado para el gen
(Figura 3.8).

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 176
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad . .
Austral de Chile | inctuto de scsicutnura

Conocimiento y Naturaleza

- N— T 1

Figura 3.8. Gel de agarosa al 2% bajo luz UV que muestra los resultados de amplificacién del gen
COl, por medio de PCR. PM (marcador de peso molecular 100 pb), (-) (control negativo).

c) Analisis genético para identificacion de especies

El andlisis para la identificacion de la especie de cada uno de estos morfos se realiz6 mediante
agrupacion en clados usando el modelo de analisis filogenético de las secuencias, lo cual se observa
en las Figuras 3.9 y 3.10, las cuales muestran los individuos de los morfotipos analizados.
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Figura 3.9. Reconstruccion filogenética de los morfotipos de las estaciones analizadas, para
identificacion de especie, comparando con grupos externos (especies de mitilidos de diferentes
géneros).
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Figura 3.10. Arbol filogenético que compara los morfotipos de algunas estaciones, con la imagen de
sus valvas, las muestras se compararon con muestras conocidas de las diferentes especies del género
Mytilus obtenidas desde bases de datos de Genbank, en las cuales se indica el nombre de la especie
y el codigo de ingreso en Genbank.

La comparacion de secuencias confirma que todas las muestras analizadas corresponden a una
misma especie y esta es M. chilensis, con un valor de bootstrap de 98% para el clado de esta especie.
Las secuencias entre si muestran una alta similitud genética entre ellas, independiente de la variacion
morfoldgica que estas tengan. La diferenciacion con las otras especies del género Mytilus es alta y
consistente.
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5.3.3. Diferencias entre submareal e intermareal

El andlisis de diversidad genética realizado en las estaciones del fiordo de Reloncavi se muestra en
la Tabla 3.6, en la cual es posible observar las diferencias en 5 indicadores de diversidad genética
entre las zonas submareal, intermareal y zona media, esta Ultima observada para 2 de las 4
estaciones. Cuando se compara el global de las tres zonas mareales, se observan diferencias entre
los indicadores de diversidad entre ellos, siendo la zona intermareal presenta la mayor diversidad
genética.

Tabla 3.6. Indicadores de diversidad genética del Gen COl en las tres zonas mareales analizadas del
fiordo de Reloncavi.

70na Si_tios Nﬂmgro Diversjdgd N_L'Jmero _de Diversi,dgd de
Variables Haplotipos Haplotipica diferencias nucleétidos
Submareal 52 26 0,958 7,704 0,016
Media 10 11 0,926 2,588 0,005
Intermareal 99 38 0,992 13,867 0,029
TOTAL 121 70 0,972 10,247 0,021

El analisis de componentes principales realizado con los datos de las secuencias de ADN en las
muestras de las tres zonas mareales analizadas se muestra en la Figura 3.11, donde es posible ver
una alta similitud de los datos de zona media y submareal y solo los datos de intermareal presentan
la mayor dispersion y diferenciacion con las otras zonas. Esto puede ser explicado por la mayor
diversidad genética observada en la zona intermareal.

Principal Coordinates (PCoA)
O o)
N

o O
° O M Submareal
§ O A Medio

O Intermareal

o8 %
Coord. 1

Figura 3.11. Gréfico del analisis de componentes principales de las muestras en las tres zonas
mareales analizadas, Submareal, zona Media e Intermareal.
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Por otro lado, cuando separamos las zonas mareales en las diferentes estaciones analizadas (Tabla
3.7), se observa, en base a estos datos, una mayor diversidad genética en la estacion de Coitué
intermareal y la mas baja diversidad genética se observa en Llaguepe zona media, sin embargo, en el
global de la comparacion de las diferencias genéticas entre los sectores/estaciones analizadas,
mediante test de permutaciones (1000 replicas) usando DnaSp, no se observan diferencias
significativas entre ellas (P-value: 0,8842 ns; df = 670).

Tabla 3.7. Estimadores de diversidad genética del Gen COI para las diferentes estaciones separadas

por sus zonas mareales muestreadas del Fiordo de Reloncavi.

Estaciones Zona Si'tios Nﬂmgro Diversjdgd N'L'Jmero 'de Diversi,d:?\d de
Mareal Variables Haplotipos Haplotipica diferencias nucledtidos
Coitué Submareal 11 6 1,00 4,6 0,0097
Coitué Intermareal 72 15 1,00 16,2 0,0348
Bahia Martin | Submareal 20 11 1,00 6,1 0,0129
Bahia Martin | Intermareal 17 12 1,00 53 0,0112
Cajon Submareal 6 4 1,00 35 0,0074
Cajon Media 8 7 0,96 31 0,0065
Cajon Intermareal 13 8 0,89 33 0,0069
Llaguepe Submareal 32 8 0,97 11,6 0,0250
Llaguepe Media 5 5 0,93 24 0,0050
Llaguepe Intermareal 17 3 1,00 11,6 0,0249
TOTAL 120 68 0,97 10,4 0,0218

La diferenciacion genética basada en las frecuencias haplotipicas observadas en las diferentes
estaciones y en las diferentes zonas mareales presentaron diferencias solo para algunas estaciones.
Los valores que muestran diferencias significativas se muestran con signo positivo (+) y los que no
presentan diferencias significativas se muestran con un signo negativo (-) en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Matriz de significancia de los valores de probabilidad (p) de la comparacion de los valores
de Fst entre las localidades, obtenido usando Genepop. Se indican los valores de diferencias
significativas (+) y no significativas (-) entre todas las estaciones y zonas mareales analizadas.
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Coitue Sub + - - + - - - - + - -
Coitue Inter + + + + + + + + + + +
Martin Sub - + - + - - - - - - -
Martin Inter - + - + - + + + + - -
Cajon Inter + + + + + + + + + + +
Cajon Media - + - - -+ - - - - - -
Cajén Sub - - - - - - - - + - -
Llaguepe Inter - + - + + - - - + - -
Llaguepe Media - + - + + - - - + + +
Llaguepe Sub + - - + + - + +
Hualaihue - + - - + - - - -
Castro - + - - - - - - - -

El analisis de varianza molecular AMOVA entre estaciones y zonas mareales se muestran en la Tabla
3.9, enla que es posible observar que no se encontraron diferencias significativas entre las estaciones
del fiordo de Reloncavi, en cambio se observan diferencias significativas entre las zonas mareales, lo
cual es explicado principalmente por la mayor diversidad genética observada en el intermareal por
sobre el submareal. También se observa diferencia dentro de ambas zonas mareales, explicado por
la diversidad individual dentro de cada set de datos.

Table 3.9. Analisis de Varianza molecular de las secuencias de COI entre estaciones y entre zonas
mareales por estacion, indicando el valor de significancia de la probabilidad.

- Suma de Componente de Porcentaje de S .
Fuente de Variacion Df Cuadrados Varianza Variacién Significancia
Entre estaciones 3 76,85 0,631 -7,25 0,863 ns
Entre zonas mareales dentro 7 229,890 3505 41,27 0.0001
de estaciones
Dentro de zonas 80 460,003 5,750 65,99 0,0001 ***

ns: no significativo.

5.3.4. Diferencias poblaciones entre fiordo Reloncavi, Hualaihué y Castro

El analisis del test de Tajima D, para evaluar los cambios poblacionales y la presencia de seleccion
natural que genere reduccion poblacional, muestra valores negativos de D, ya sea para el total de
muestras (Tajima's D: -2,096, P < 0,05), con valores significativos en relacion a estructura neutral de
las muestras analizadas. EI mismo patron se observa para la zona submareal (Tajima's D: -2,053, P <
0,05) mostrando valores significativos. Por otro lado, la zona intermareal (Tajima's D: -1,389) y media
(Tajima's D: -0,458) también presentan valores negativos, pero no significativos. Estos valores

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 182
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de

Hualaihué y Castro”



Universidad @

Austral de Chile

Conocimiento y Naturaleza

Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

negativos de Tajima muestran un barrido selectivo reciente, y posterior expansion de la poblacion
después de un reciente cuello de botella. Por lo cual estos resultados muestran expansion poblacional
y ausencia de procesos de seleccion.

Posteriormente, se realizo la caracterizacion y comparacion de los indicadores de diversidad genética
de las zonas analizadas, los cuales se observan en la Tabla 3.10, donde se observa una mayor
diversidad genética en la zona de Reloncavi en relacion con las otras dos analizadas.

Tabla 3.10. Indicadores de diversidad genética de las tres zonas analizadas: Fiordo Reloncavi,
Hualaihué y Estero Castro.

70na Si_tios Nl]mgro Diversjdgd N_L'Jmero _de Diversi,dgd de
Variables Haplotipos Haplotipica diferencias nucleotidos
Reloncavi 121 70 0,972 10,247 0,021
Hualaihué 20 10 0,969 4,606 0,009
Castro 17 10 1,000 4,467 0,009
TOTAL 129 79 0,971 9,367 0,019

La comparacion de la diferenciacion genética entre las zonas analizadas se muestra en la Tabla 3.11.
Los valores del estimado Fst de diferenciacion (bajo la diagonal) y los valores de significancia de p
(Sobre la diagonal), para esta comparacion. En dicha tabla se observa que Castro y Hualaihué
presenta la menor diferenciacion genética, siendo altamente similares genéticamente ambos grupos,
en cambio la mayor diferenciacion y significativa se observa para Reloncavi en relacion a las otras dos
zonas, presentando diferencias significativas con Castro.

Tabla 3.11. Matriz de diferenciacion genética entre zonas de estudio que muestra los valores de
diferenciacion mediante el indicador Fst bajo la diagonal y el Valor de significancia de p sobre la
diagonal.

Zona Reloncavi | Hualaihué Castro
Reloncavi 0,072 0,036
Hualaihué 0,047 0,873
Castro 0,046 -0,033
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6. Objetivo Especifico N°4. Generar una herramienta de secuenciacion masiva que permita
establecer y relacionar el origen geogréafico de los nuevos reclutas en los bancos naturales
y de las semillas captadas en los colectores, respecto de los bancos naturales previamente
identificados.

6.1. Antecedentes

La identificacion del origen de las larvas o reclutas en mitilidos no es algo facil de definir, por diferentes
razones, una es la alta conectividad ya evidenciada en esta especie (Astorga et al, 2015, 2020) y otra
es la movilizacion de reclutas y semillas mediante accion antropica a diferentes localidades de la
Region de Los Lagos, los cuales son utilizados para engorda (Figura 1.7a 'y 1.7b, objetivo especifico
N°1). La alta mezcla entre bancos naturales y asentamiento de semillas fue evidenciada por
Valenzuela et a. (2016), donde establece el origen de las semillas analizando bancos naturales e
individuos de engorda, definiendo porcentajes de procedencia, los cuales muestran la alta mezcla de
procedencias. Una excepcion fue observada en localidades de Yaldad (Region de Los Lagos) y Raul
Marin Balmaceda (Region de Aysén) las cuales presentaron la maxima y minima asignacion de
semillas a su origen respectivamente.

Por otro lado, en relacion con nuevas metodologias de secuenciacion masiva, recientemente se ha
secuenciado el genoma completo de la especie M. chilensis, identificando un tamafio del genoma
ensamblado equivalente a 1,93 Gb y ensamblado en 14 cromosomas. El genoma de M. chilensis
comprende 34.530 genes y 4.795 ARN no codificantes (Gallardo-Escarate et al., 2022).

Ensamble de genoma completo de Mytilus chilensis a nivel de cromosomas

El chorito Mytilus chilensis (Hupe, 1854) es una especie clave ecoldgica y socioeconomicamente en
Chile, que lidera la acuicultura nacional de moluscos. Esta especie endémica de mejillon constituye
una de las principales industrias de produccion de mejillon a nivel mundial (Gonzalez-Poblete et al.,
2018; Uriarte, 2008). Sin embargo, el éxito de la produccion acuicola de mejillon en Chile se ve
amenazado por una amplia gama de microorganismos (Detree et al., 2016; Enriquez et al., 1992; Gray
et al., 1999), la contaminacion marina (Blanc, Molinet, Subiabre, & Diaz, 2018) y la variabilidad
climtica que puede afectar el asentamiento larvario y el crecimiento de las poblaciones de mejillon
(Harvell, 2002; Hiining, 2013; Vihtakari et al., 2013). Para hacer frente a esos factores estresantes, 10s
mejillones y los invertebrados marinos producen respuestas de dos componentes, una respuesta
especifica al factor estresante y una respuesta mas general que involucra vias inmunitarias y
endocrinas (Cooper, 1996). Se ha pronosticado que los impactos de los factores de estrés mdltiples
tienen efectos aditivos, sinérgicos o antagonicos en la fisiologia de los organismos marinos (Crain et
al., 2008a). Estos diferentes efectos estan directamente relacionados con la cantidad de tiempo entre
la aparicion de los factores estresantes, su intensidad y la capacidad del organismo para volver a la
homeostasis antes de que ocurra un nuevo factor estresante (Gunderson et al., 2016). A pesar de
estas predicciones, los analisis de metadatos muestran que la mayoria de los factores de estrés
multiples estudiados tienen efectos sinérgicos en la fisiologia de los organismos (Crain et al., 2008b).
En particular, los efectos aislados de los estresores ambientales sobre el sistema inmunitario de los
mejillones han sido estudiado ampliamente por distintos autores (Bibby et al., 2008; Lockwood et al.,
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2010; Malagoli et al., 2007; Mitta et al., 2000; Pereiro et al., 2021; Rey-Campos et al., 2021; Romero
et al., 2022; Sendra et al., 2020). Sin embargo, la respuesta inmune del mejillon a la combinacion de
factores estresantes permanece sin ser completamente elucidada. La interaccion entre el sistema
inmunitario y los factores de estrés multiambientales, como la acidificacion de los océanos, la hipoxia,
las olas de calor, las HAB y las infecciones por patdgenos, requiere herramientas fisiologicas, celulares
y moleculares que descubran la complejidad de la biologia de los mejillones. Aqui, el ensamblaje del
genoma de alta calidad a nivel cromosomico es fundamental para impulsar a la comunidad cientifica
en este esfuerzo y los mejillones representan una especie modelo sobresaliente. Por ejemplo, las
especies de mejillon muestran cariotipos morfoldgicamente conservados y no hay evidencia de
eventos masivos de duplicacion cromosomica (Perez-Garcia et al., 2014). En comparacion con otros
bivalvos, los genomas de mejillon actualmente disponibles evidencian tamafios de genoma
relativamente grandes, asi como alta heterocigosidad y elementos moviles expandidos (Du et al.,
2017; McCartney et al., 2022; Uliano-Silva et al., 2017; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2012).
Desafortunadamente, estas caracteristicas del genoma desafian los esfuerzos de ensamblaje para
evitar la fragmentacion del genoma. Hasta ahora, el ensamblaje del genoma a nivel cromosdmico para
Mytilidae solo se ha informado publicamente para la especie congenérica M. coruscus (Yang et al.,
2021) y para el mejillon cebra Dreissena polymorpha (McCartney et al., 2022); mientras tanto, otros
miembros de la Familia han sido reportados como genomas de referencia fragmentados en contigs, 0
bien en scaffolds (Murgarella et al., 2016; Renaut et al., 2018; Xu et al., 2017).

La presente propuesta de investigacion considera la utilizacion de la informacion molecular obtenida
recientemente a traves de la secuenciacion del genoma completo de Mytilus chilensis (Gallardo-
Escarate et al., 2022). El tamafio del genoma ensamblado fue de 1,93 Gb, con un contig N50 de 134
Mb. A través de ligacion por proximidad Hi-C, se agruparon, ordenaron y ensamblaron 11.868 contigs
en 14 cromosomas en congruencia con la evidencia cariologica. El genoma de M. chilensis comprende
34.530 genes y 4.795 ARN no codificantes. Un total del 57% del genoma contiene secuencias
repetitivas con predominio de retrotransposones LTR y elementos desconocidos (Figura 4.1). Un
analisis genodmico comparativo entre M. chilensis y M. coruscus revelo reordenamientos génicos
distribuidos en todo el genoma. En particular, los elementos similares a Steamer asociados con el
cancer transmisible horizontal, lo que sugiere supuestas relaciones filogenéticas a nivel cromosémico
en Bivalvia. De manera relevante, el recientemente secuenciado genoma de M. chilensis permite
evidenciar en alta resolucion la expresion del genoma, mostrando diferencias gendmicas putativas
entre poblaciones de mejillones ecologicamente diferentes como son Cocham¢ y Yaldad.
Colectivamente, la evidencia sugiere las sefiales putativas de adaptacion local de M. chilensis a nivel
poblacional debe ser analizada utilizando el genoma completo de esta especie, evitando una
subestimacion de parametros como flujo genético y estimacion de endogamia.
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Figura 4.1. Ensamble de genoma completo de Mytilus chilensis. (A) Mapa de calor de la intensidad
de la interaccion cromosomica en el ensamblaje Hi-C de Mytilus chilensis. Los ejes x e y representan
la longitud de los cromosomas. La barra de color representa la densidad de contacto Hi-C. (B) Grafico
de circos muestra las caracteristicas genomicas de los 14 cromosomas. Del circulo exterior al interior:
densidad de genes, densidad de repeticion, contenido de GC, localizacion de rRNA y ncRNA. La
expresion del transcriptoma para el manto (Ma), las branquias (Gi), los hemocitos (He) y la glandula
digestiva (DG) se muestran como perfiles de luz azul. Las sintenias cromosomicas se representan en
diferentes colores segun cada ideograma. El tamafio del cromosoma se muestra en la escala Mb. (C)
Cromosomas metafasicos de muestras de larvas de chorito y mapeo de 28S-rDNA por hibridacion
fluorescente in situ.

Un aspecto muy relevante al momento de disefiar un estudio que evalué a nivel genético las
poblaciones de M. chilensis es la presencia de variaciones estructurales (SV). Las SVs consisten en
diferencias a gran escala dentro del genoma de la misma especie, incluidas translocaciones,
duplicaciones, variacion del nimero de copias, inserciones y deleciones (Feuk et al., 2006). Las
variaciones estructurales tienen un efecto diferente al de las variaciones a pequefia escala
ampliamente distribuidas, como los polimorfismos de un solo nucleétido y las pequefas duplicaciones
y translocaciones. La variacion estructural a gran escala puede afectar tanto a las regiones
intergénicas como a las codificadoras de genes, lo que da origen a una variacion intraespecifica de
presencia/ausencia en el contenido de genes. Los cambios en el contenido de genes entre individuos
de una especie en particular dan origen a un pan-genoma. Originalmente descritos en genomas
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microbianos y virales, los pangenomas se definen por un conjunto de genes centrales compartidos
entre individuos y genes prescindibles que estan ausentes en algunos individuos (Medini et al., 2005).
Los genes accesorios prescindibles tienen efectos ventajosos, permitiendo la adaptacion a diferentes
nichos ecoldgicos (Mcinerney et al., 2017). En el reino animal, recientemente comenzaron a informarse
pangenomas con una baja proporcion de genes prescindibles, en contraste con los pangenomas de
plantas y bacterias donde el fenomeno de variacion de presencia-ausencia (PAV) representa
fracciones mucho mas grandes. El primer pangenoma del reino animal con una amplia variacion de
presencia-ausencia se informo en el mejillon Mytilus galloprovincialis, en el que se encontré que el
38% del contenido genético era prescindible después de un andlisis genomico que incluia la
resecuenciacion de varios individuos (Gerdol et al., 2020a). En este punto es critico incorporar en el
presente estudio el concepto de pangenoma para el estudio de genética poblacional de M. chilensis,
es decir, es necesaria la resecuenciacion genoémica de individuos muestreados en las distintas
localidades para definir y caracterizar los genes y regiones genomicas en el core-genoma, asi como
la fraccion de genes dispensables. Sin esta estimacion, las inferencias estadisticas de SNPs estaran
sesgadas debido a que el desequilibrio sera evidentemente afectado por la ausencia o presencia de
dichos elementos genéticos intra e interpoblacional. Estimaciones preliminares del grupo de
investigacion proponente de esta licitacion, estima que los genes dispensables en M. chilensis supera
el 20% de los genes anotados para el genoma de referencia. Si bien este aspecto de PAVs en el
genoma de M. chilensis complejiza la caracterizacion genético poblacional de la especie, la
disponibilidad del primer genoma de referencia y conocimiento adquirido por el grupo de proponente,
son sin duda una ventaja significativa al momento de abordar el estudio.

6.2. Metodologia
6.2.1. Recoleccion de muestras y extraccion de ADN

Requerimiento metodoldgico 5.4.1, “Proponer y utilizar una metodologia de secuenciacion masiva que
permita hacer trazabilidad o inferir del origen de las semillas. Es decir, intentar determinar de qué
banco natural provienen las semillas que se estan captando en un determinado sector o0 asentando en
un determinado banco natural”.

Se seleccionaron dos estaciones para cada zona de estudio: fiordo Reloncavi, Castro y Hualaihué. El
lugar fue seleccionado en base al requisito de tener banco natural y colectores de semillas (ver objetivo
especifico N°2 punto 3.2.2.5,e.1,e.2y. e.3).

Para caracterizar genéticamente los diferentes sectores y bancos naturales, se tomaron 60 muestras
de todas las estaciones con bancos naturales de las tres zonas de estudio: fiordo Reloncavi, Castro y
Hualaihué (Figura 4.2).

Se muestrearon en un mismo momento semillas ubicadas en diferentes colectores y en diferentes
lugares de los colectores. Asimismo, se muestrearon semillas de similar tamafio (asumiendo una
misma cohorte) desde los bancos naturales cercanos a los colectores. En aquellos lugares que exista
cultivo de mitilidos para engorda, se muestrearon individuos adultos, mediante muestreo al azar en
diferentes cuelgas de engorda y se muestrearon adultos de los bancos naturales, para definir las
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posibles procedencias de las semillas, los que fueron descritos en las actividades de muestreo del
objetivo especifico N°3.

Zona de estudio

ZONA ESTACION CcODIGO

Rollizo RR

RELONCAVI lagueps o

) Llancahué HL
HUALAIHUE Puniila

Quillon HP

CASTRO Yutuy cY

Chafiihué CcC

Figura 4.2. El resumen de las zonas y estaciones para el muestreo de Mytilus chilensis.

Para el presente estudio se analizo un nimero total de 60 individuos, considerando 20 muestras por
zona (fiordo Reloncavi, Castro y Hualaihué) y 2 puntos de muestreo por zona. Para cada individuo, se
muestreo tejido branquial y manto, para posteriormente ser almacenado en etanol al 100%. Desde
estas muestras de tejido se realizo una extraccion de DNA gendmico. La extraccion de DNA se realizo
segun el metodo descrito por Taggart et al. (2010). Para la cuantificacion del DNA se utilizo el
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technology Inc.) y su integridad fue determinada
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El analisis preliminar del material mostro valores
importantes de degradacion del DNA genomico. Este hecho es caracteristico de este tipo de muestra,
donde los moluscos bivalvos y especificamente mitilidos son matrices complejas de trabajo. La Figura
4.3, muestra el analisis de muestras obtenidas desde Reloncavi y Hualaihué, donde es posible
apreciar que las relaciones 260/230 fueron en algunos casos fueron inferiores a 1,0, evidenciando baja
pureza de la muestra y posible contaminacion. En referencia a los valores de integridad del DNA para
su secuenciacion. Se utiliza un indice denominado DIN (DNA Integrity Number), cuyos valores teoricos
van de 1 a 10, siendo el valor de 7 el minimo requerido para secuenciacion de DNA. El andlisis
preliminar de las muestras mostro valores menores a 7, por lo cual fue necesario realizar una
optimizacion de protocolo de extraccion de DNA gendmico con la finalidad de cumplir con los
estandares de calidad requeridos para secuenciacion masiva de DNA.
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Extracciones de ADN desde tejidos de Choritos para secuenciacién

Requerimientos de ADN minimos para
secuenciacién Extraccién Fenol-cloroformo
Muestra ng/ul 260/280 260/230 DIN
* 1 ug DNA total 205 2293,5 2,08 0,58
;o7 A\ —
* 10-12uL . - !
012y 2 3387,8 2,06 1,79
Extraccién kit QIAGE
Muestra ng/uL 260/280 260/230 DIN
Las muestras tienen diferente origen y fecha de muestreo 762,5 1,9 1,34
Sector Localidad n° tubo Tejido Clasificacién 207 760.4 1.89 1,34
RELONCAVI Rollizo 205 manto  Cultivo reproductores de cultivo 4 2 :
RELONCAVI Rollizo 207 manto  Cultivo reproductores de cultivo 614 608'2 1'95 2'18
HUALAIHUE  Puntilla Quillén 614 manto  Cultivo reproductores de cultivo 612,1 1,94 2,17

Figura 4.3. Andlisis preliminar de muestras de choritos para extraccion de DNA y posterior
secuenciacion por NGS.

Para la optimizacion de protocolo, se utilizaron los procedimientos de extraccion de DNA genomico
basados en el método de Fenol-Cloroformo y Kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue Kits Qiagen.
Los resultados de ambos protocolos fueron evaluados por electroforesis digital en equipo TapeStation
2200 (Agilent, USA). La Figura 4.4 muestras los resultados obtenidos para dos muestras de choritos
colectados en Reloncavi y Hualaihué. La electroforesis digital evidencia degradacion de material
gendmico para las muestras 205 y 614. Los rectangulos rojos indicados en la Figura 4.4 muestran un
peak principal correspondiente a DNA gendmico de alto peso molecular de aproximadamente 50K
pares de bases (pb) y uno secundario de alrededor de 200 pb. Este ltimo peak representa material
gendmico degradado. En la figura de electroforesis (izquierda) se aprecia el material gendmico en gris
entre los tamafios mencionados. Un hecho importante son los valores obtenidos con este método de
purificacion de DNA, el cual evidencia valores de 6,7 y 6,1 para las muestras de Reloncavi-Rollizo y
Hualaihué-Punta Quillon, respectivamente.
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sector localidad n° tubo tejido

RELONCAVI Rollizo 205 manto

“ D
sector localidad n° tubo tejido
HUALAIHUE  Puntilla quillén 614 manto

clasificacién
Cultivo reproductores de cultivo

r

clasificacién
Cultivo reproductores de cultivo

Figura 4.4. Evaluacion por electroforesis capilar digital en equipo TapeStation 2200 para muestras de
DNA genomico purificadas con método Fenol-Cloroformo.

Adicionalmente y con la finalidad de obtener una mejor calidad de DNA gendmico se probd un kit
comercial de extraccion de material genético de la marca Qiagen. Los resultados fueron similares a
los obtenidos con el método de Fenol-Cloroformo. La Figura 4.5 muestra los valores de integridad
gendmica, en este caso de 6,3 y 6,1 para muestras colectadas desde las mismas estaciones.
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.z . sector localidad n° tubo tejido clasificacién
EXfI’OCCIOﬂ kit QIAGEN RELONCAVI Rollizo 207 manto  Cultivo reproductores de cultivo
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Figura 4.5. Evaluacion por electroforesis capilar digital en equipo TapeStation 2200 para muestras de
DNA genomico purificadas con Kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue Kits Qiagen.

Con la finalidad de incrementar los valores de DNA utilizando el material genomico purificado, se
procedio a realizar un proceso de eliminacion selectiva de DNA de bajo peso molecular. Para ello se
utilizo el kit comercial Short Read Eliminator de la compaiiia Circulomics. Desafortunadamente, los
resultados obtenidos no fueron los esperados, generando valores de DIN entre 6,6 y 6,5. Los
resultados de la electroforesis digital se muestran en la Figura 4.6.
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Short read Eliminafor sector localidad n° tubo tejido clasificacién
RELONCAVI Rollizo 207 manto  Cultivo reproductores de cultivo
bp Ladder 207 614
A A A
48500 K
15000 (.
7000 —
4000 — — —
3000 p—
2500 f—
2000 pu— sector localidad n° tubo tejido clasificacién
1500 p— HUALAIHUE  Puntilla quillén 614 manto  Cultivo reproductores de cultivo
1200 f—
900 — :
S00 —
400 p—
230 p—
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Figura 4.6. Evaluacion por electroforesis capilar digital en equipo TapeStation 2200 para muestras de
DNA genomico purificadas con Kit de purificacion de DNA Short Read Eliminator, Circulomics.

Finalmente, el proceso de optimizacion de purificacion de DNA con calidad para su secuenciacion en
plataforma lllumina, se realizd mediante la remocion manual de fragmentos de bajo peso molecular
extraidos por gel de agarosa al 2%. Los valores de DIN obtenidos desde este procedimiento se
observan en la Figura 4.7. Se puede evidenciar que casi todas las muestras extraidas registraron
valores de DIN mayores a 7,0, cumpliendo asi con los criterios de calidad de integridad gendmica. De
esta forma, a partir de este material genémico se procedio al envio de las muestras para
resecuenciacion de genoma completo (WGR, Whole Genome Resequencing) mediante plataforma
lllumina y kit de preparacion de librerias de secuenciacion TruSeq Nano DNA Kit.
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Figura 4.7. Evaluacion por electroforesis capilar digital en equipo TapeStation 2200 para muestras de
DNA gendmico purificadas manualmente desde geles de agarosa al 2%.

6.2.2. Preparacion de librerias de secuenciacion y generacion de datos WGS

Las muestras colectadas de las tres zonas en estudio (n=60) fueron preparadas segun el flujo de
trabajo de preparacion de la biblioteca NGS y se secuenciaron utilizando la plataforma lllumina. El flujo
de trabajo se muestra en la Figura 4.8 y corresponde el método comun de preparacion de bibliotecas
basado en ligacion. El proceso puede diferir seguin sobre el protocolo de preparacion de la biblioteca

seguido.
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Prep on de la a

Primero se extrae el ADN/ARN de la muestra, y las muestras que cumplen con Los
: estindares de control de calidad proceden a la construccion de la biblioteca.

Adaptadores de ligadura

La biblioteca de secuenciacion se prepara mediante fragmentacion aleatoria de la

muestra de ADN o ADNc, seguido de la lgadwa del adaptador 5' y 3°

~ | Alternativamente, la “tagmentacion™ combina as reacciones de fragmentacion y

S\ ligacion en un solo paso, 1o que aumenta en gran medida la eficiencia del proceso de
preparacion de la biblioteca.

N c ién final de la bi

Los fragmentos ligados al adaptador luego se amplifican por PCR con una solucion
l \ de cebador para PCR que se hibrida con 10s extremos de coda adaptador,

Las plantitlas de Lo biblioteca pasan por un proceso de control de calidad y

cuantificacion

G i6n de ol mediante amplificacién de puente

La biblioteca se carga en una celda de flujo donde se capturan los fragmentos en un

cédsped de superficie oligos complementarios a los adaptadores de la biblioteca.

Luego, cada fragmento s¢ amplifica en grupos clonales distintos mediante
' amplificacion en puente. Una vez que se completa la generacion de cluster, las

plantillas estén listas para la secuenciacion.

Tecnologia de iacién por sil is (SBS)
La tecnologia lllumina SBS utitiza un método patentado basado en un terminador
l reversible que detecta bases individuales a medida que se incorporan a las cadenas

molde de ADN. Como los dNTP unidos a terminadores de 4 reversibles estan

presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia natural minimiza ol

sesgo de incorporacion y reduce en gran medida Los tasas de error sin procesar en

ST comparacion con otras tecnologias. El resultado es una secuenciacion base por base

. de aita precision que practicamente elimina los errores especificos del contexto de
secuencia, incluso dentro de homopolimeros y regiones de secuencia repetitivas.

Generacién de datos brutos

£l secuenciador de Ilumina genera Imagenes sin procesar utilzando software de
control de secuenciacion para control del sistema y la llamada de base, a través de
un software de andlisis primario integrado llamado RTA (andlisis en tiempo roal).

Los archivos binarios BCUCBCL (llamada base) se convierten en archivos FASRQ
utilizando bel2fastq, que @s un paguete proporcionado por Hlumina, Los adaptadores
no estan recortados de las lecturas,

Figura 4.8. Flujo de trabajo de preparacion de librarias NGS y secuenciacién en lllumina.

El primer paso en el proceso de WGR es la preparacion de las librerias de secuenciacion. Para este
caso, se utilizo el TruSeq Nano DNA Kit para la generacion de secuencias de tipo Paired-End (PE) de
un tamafio de 101 bases nucleotidicas. La Figura 4.9 muestra los resultados de control de calidad
(QC) para 47 muestras de un total de 60 enviadas a la empresa Macrogen Inc., localizada en Sedl,
Corea. La profundidad de secuenciacion fue de 30x.
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Figura 4.9. Informe de Quality Check (QC) para librerias de choritos en el marco del estudio genético
poblacional.

El envio de las muestras a Macrogen Inc., se realiz6 el 10 de enero del 2024, posterior al proceso de
muestreo en campo desde las zonas en estudio y la optimizacion de extraccion de DNA gendmico. El
arribo de las muestras a Corea fue registrado el 16 de enero del 2024, entrando al proceso de
secuenciacion el 25 de enero del 2024. Posteriormente, el tiempo de generacion de datos genomicos
tardo 8 semanas, llegando los datos fisicamente a Chile en marzo 2024. La estadistica de los datos
mostro valores de alta calidad con estimacion por sobre el 90% para Q20 y Q30 (Figura 4.10). Los
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datos crudos fueron depositados en Sequence Read Archive (SRA) de NCBI bajo el Bioproject:
PRINA1195905.

Libreria lllumina Flujo de celda lllumina Plataforma secuenciacién
lllumina
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Figura 4.10. Figura esquematica del proceso de secuenciacion e informe de calidad de datos
estimados como Q20/Q30 (%) para librerias de choritos en el marco del estudio genético poblacional.

6.2.3. Estadisticas de datos sin procesar (Raw Data)

El nimero total de bases, lecturas GC (%), Q20 (%) y Q30 (%) se calcularon para las 60 muestras.
Por ejemplo, en la muestra RR1, se producen 61.276.144 lecturas y las bases de lectura totales son
6,2 Gpb. El contenido de GC (%) es del 32,8% y el de Q30 es del 91,9%. Las 60 muestras de choritos
secuenciadas generaron un total de 160 Gigabases, equivalentes a 3.600 millones de lecturas. A
continuacion, se muestra las estadisticas para todas las muestras.
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RR1
RR2
RR3
RR4
RR5
RR6
RR7
RR8
RR9
RR10
RL11
RL12
RL13
RL14
RL15
RL16
RL17
RL18
RL19
CY20
cy21
Cy22
Cy23
CYy24
CY25
CY26
cya7
CY28
CY29
CY30
CC31
CC32
CC33
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Total bases (bp) Total reads
6,188,890,544 61,276,144
6,014,872,998 59,553,198
6,010,946,320 59,514,320
5,792,948,930 57,355,930
6,101,695,022 60,412,822
5,677,166,166 56,209,566
5,614,494,656 55,589,056
5,739,504,982 56,826,782
5,738,510,738 56,816,938
6,180,934,168 61,197,368
5,665,943,046 56,098,446
5,637,627,696 55,818,096
4,477,907,316 44,335,716
6,158,494,190 60,975,190
5,716,222,260 56,596,260
6,172,867,904 61,117,504
5,934,309,944 58,755,544
5,602,508,582 55,470,382
5,987,077,798 59,277,998
6,185,890,844 61,246,444
5,822,656,464 57,650,064
5,835,477,404 57,777,004
5,991,606,234 59,322,834
6,072,571,268 60,124,468
5,644,097,352 55,882,152
6,117,674,232 60,571,032
6,071,248,774 60,111,374
6,095,689,360 60,353,360
6,067,825,480 60,077,480
5,648,503,376 55,925,776
5,662,236,548 56,061,748
5,603,449,296 55,479,696
5,880,870,238 58,226,438

GC (%)
328
332
329
329
329
33.1
329
328
322
332
320
327
321
326
321
326
325
320
326
329
33.0
328
326
327
33.1
333
328
335
333
327
329
322

329

AT (%)
67.2
66.8
67.1
67.1
67.1
66.9
67.1
67.2
67.8
66.8
68.0
67.3
67.9
67.4
67.9
67.4
67.5
68.0
67.4
67.1
67.0
67.2
67.4
67.3
66.9
66.7
67.2
66.5
66.7
67.3
67.1
67.8

671

Q20 (%)
96.9
97.2
97.0
97.2
97.0
97.0
97.2
97.4
97.0
97.3
97.0
97.0
97.2
97.0
97.3
97.0
97.2
97.4
97.0
97.0
97.2
97.1
97.1
97.0
96.7
96.8
97.1
97.1
97.2
97.1
97.1
97.3
96.7
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Q30 (%)
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91.9
92.4
92.0
925
921
921
92.4
929
918
92.6
92.0
92.0
922
921
925
921
92.6
92.6
921
921
925
922
92.3
921
915
91.6
921
92.3
92.4
923
92.3
92.4
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Sample ID Total bases (bp) Total reads GC (%) AT (%) Q20 (%) Q30 (%)
CC34 5,876,921,542 58,187,342 329 671 971 922
CC35 5,746,434,592 56,895,392 33.0 67.0 97.0 92.0
CC36 5,5682,216,066 55,269,466 329 671 973 927
CC37 6,113,674,430 60,531,430 326 67.4 97.2 925
CC38 5,645,235,218 55,893,418 32.8 67.2 97.4 92.8
CC39 5,797,109,524 57,397,124 33.1 66.9 97.2 925
CC40 6,082,800,548 60,225,748 33.1 66.9 971 921
HL41 5,881,007,194 58,227,794 329 671 97.0 922
HL42 6,050,741,128 59,908,328 325 67.5 971 921
HL43 6,088,995,888 60,287,088 32.0 68.0 97.4 927
HL44 5,756,074,840 56,990,840 334 66.6 97.0 922
HL45 5,733,837,670 56,770,670 333 66.7 97.2 92.4
HL46 5,920,861,794 58,622,394 32.1 679 96.9 917
HL47 5,995,786,826 59,364,226 328 67.2 97.0 920
HL48 5,661,845,880 56,057,880 329 671 97.4 928
HL49 5,591,051,546 55,356,946 322 67.8 97.4 928
HL50 6,005,475,958 59,460,158 327 67.3 97.2 924
HP51 5,875,247,366 58,170,766 329 671 97.4 928
HP52 5,723,494,866 56,668,266 322 67.8 973 92.6
HP53 5,877,675,002 58,194,802 328 67.2 96.9 919
HP54 5,870,743,170 58,126,170 328 67.2 96.8 915
HP55 6,133,463,158 60,727,358 319 68.1 97.4 92.8
HP56 6,197,210,924 61,358,524 32.8 67.2 97.0 92.0
HP57 5,918,124,896 58,595,296 32.0 68.0 97.4 927
HP58 6,036,026,034 59,762,634 327 67.3 971 922
HP59 5,934,840,396 58,760,796 33.4 66.6 973 927
HP60 6,152,207,950 60,912,950 33.4 66.6 971 923

+ Sample ID: Nombre de la muestra.

» Total Bases (pb): Numero total de bases secuenciadas.

* Total Read: NUmero total de lecturas.

* GC (%): Proporcion de contenido GC.

* AT (%): Proporcion de contenido AT.

* Q20 (%): Proporcion de bases con phred quality score sobre 20.
* Q30 (%): Proporcion de bases con phred quality score sobre 30.

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 198
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad E§

X Insti de Acuicul
Austral de chile | ittt de scicutur

Conocimiento y Naturaleza

6.2.4. Resecuenciacion de genoma completo (WGRS) en Mytilus chilensis

El empleo de técnicas como la secuenciacion de nueva generacion (NGS) es esencial para
comprender los patrones macro y micro evolutivos de las especies. Asimismo, la aplicacion de distintas
tecnologias NGS permite determinar las diferencias entre poblaciones silvestre y aquellas
domesticadas con fines productivos de alimentacion. De esta forma, la actual tecnologia permite
acceder a un nivel molecular sobre interacciones biologicas complejas de organismos, y mas
importante adn, buscar las bases genéticas de la variacion fenotipica. En organismos marinos, y
especialmente en M. chilensis, la informacion derivada de datos de secuenciacion puede desentrafiar
no sélo la base molecular existente de las vias reguladoras sino también los nuevos mecanismos de
adaptacion que intervienen en las respuestas a distintos tipos de estresores. Los invertebrados
marinos adoptan diferentes rasgos funcionales por seleccion natural y en respuesta a estimulos
ambientales vinculados con marcadores genéticos presentes en el genoma. Cuando se dispone de un
genoma de referencia para una especie, la secuenciacion de otros individuos o variedades de la misma
especie denominada resecuenciacion del genoma completo (WGRS, por sus siglas en inglés) permite
el descubrimiento de varios marcadores de ADN como SNP, InDels y variaciones del numero de copias
(CNV). Aunque la investigacion de los mitilidos, especialmente del complejo Mytilus, se enfrenta a
dificultades debido a la complejidad estructural y geneética de sus genomas, la disponibilidad de un
genoma de referencia de M. chilensis permite incrementar significativamente la profundidad de los
andlisis genéticos en esta especie de bivalvo.

En la presente investigacion, se utilizaron datos de secuencias de genoma completo con objetivo de
cumplir con los requerimientos de presente estudio. De esta forma, los analisis fueron orientados para
evaluar: (i) La diversidad genética y la estructura de tres poblaciones de M. chilensis, y dos estaciones
por zona, (ii) Las posibles firmas de seleccion asociadas con la adaptacion a ambientes contrastantes,
como son el fiordo Reloncavi y el mar interior de Chilogé, (i) Evaluar posibles dinamicas
fuente/sumidero a fin de establecer origen de semilla de M. chilensis en sitios de engorda, utilizando
informacion genomica de bancos previamente identificados.

Cabe destacar que inicialmente, se habia planteado una aproximacion basada en Genotyping By
Sequencing (GBS). Es importante mencionar que GBS pertenece a una de las técnicas de
secuenciacion de representacion reducida y es un metodo para identificar SNPs. No obstante, GBS
reduce en gran medida la informacion del genoma mediante el uso de enzimas de restriccion, lo que
potencialmente, puede impactar la identificacion de la variacion genética a nivel poblacional. Este
hecho, sumado a la presencia en Mytilus del fendmeno de variacion de presencia/ausencia descrita
para M. galloprovincialis, derivo en modificar la aproximacion utilizando el analisis de genoma
completo.

6.2.5. Alineamiento de lecturas e identificacion de variantes (Variant calling)

Se identificaron variantes polimorficas de los datos gendmicos obtenidos para M. chilensis durante el
presente estudio. Los datos mapeados y ensamblados contra el genoma de referencia de M. chilensis
fueron utilizado de acuerdo con los siguientes parametros: Los parametros de mapeo fueron: puntaje
de coincidencia: 1, costo de desajuste: 2, costo de insercion y eliminacion: 3, fraccion de longitud: 0,9
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y fraccion de similitud: 0,9. Las lecturas mapeadas, asi como la anotacion de los genes, fue utilizada
para la identificacion de variantes tipo SVN o SNP, insertion, deletion, replacement y variantes
multiples nucleotidicas 0 MNV a través de la “herramienta de deteccion de variantes basicas” de CLC
Genomics Workbench, estableciendo los parametros de cobertura minima: 25, recuento minimo: 10y
frecuencia minima: 25%. Las variantes polimdrficas obtenidas fueron a su vez anotadas sobre las
diferentes regiones de cada gen. Las variantes nucleotidicas no sindnimos se analizaron a través de
la herramienta “cambios de aminodcidos” de CLC Genomics Workbench con configuraciones
predeterminadas en las secuencias completas de cada gen.

Para la identificacion de las distintas variantes nucleotidicas polimorficas se definieron dos estrategias
de andlisis (Figura 4.11). Primero se evalud todo el genoma utilizando datos generados por el estudio
para las 3 poblaciones analizadas a fin de identificar las variantes para cada individuo. Es importante
mencionar que el genoma de M. chilensis posee un tamafio de 1.93 Gb es decir, 1,930,000,000 de
nucledtidos o pares de bases (pb). El analisis de la frecuencia de mutaciones polimorficas evidencia
que existe en promedio una variante nucleotidica cada 200 pb, es decir el genoma de M. chilensis a
nivel individual podria poseer casi 10 millones de SNPs. Esta masividad de informacion puede generar
ruido a momento de realizar las aproximaciones estadisticas que permitan evaluar la estructura
genética a nivel poblacional, asi como estimadores asociados a flujo genético. Alternativamente, el
equipo de investigadores realizé paralelamente un analisis de resecuenciacion basado en las regiones
exonicas de los genes anotados en el genoma de M. chilensis. De esta forma, se evaluo el caracter
no neutral de la respuesta adaptativa que posiblemente puede observarse en el genoma de los
ejemplares muestreados desde los bancos naturales de chorito.

Distribucién de SNPs en el genoma Distribucién de SNPs en el genoma
A B
Zun == — pau L -
SeCugncias \4\ '\\ A S5cuendias ‘\ “;.{
no codificantes ‘ \ V4 no codificantes I\ /
Promotor Exones [
Intrones Promotor Intrones Exones

Figura 4.11. Identificacion de variantes nucleotidicas tnicas (SNPs o SVN) utilizando dos estrategias
para la caracterizacion genética de las poblaciones en estudio. A) Identificacion y anélisis de SNPs en
todo el genoma utilizando tanto regiones intronicas como exonicas. B) Identificacion y anélisis de SNPs
en todo el genoma utilizando regiones solo exdnicas.

Las herramientas que se utilizan actualmente para analizar datos de variantes genéticas de la
poblacion generalmente requieren diferentes entornos, parametros y formatos de los datos de entrada,
dificultando la implementacion de herramientas bioinforméaticas. Para abordar este punto, se
implementé para el presente analisis, el flujo de trabajo denominado PAPipe (Park et al., 2024) (Figura
4.12) para analisis genéticos de poblacion utilizando datos NGS de poblacion. El flujo de trabajo
implementado en PAPipe interconecta y serializa sin problemas multiples pasos, como el recorte y
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mapeo de lecturas, la llamada de variantes genéticas, el filtrado de datos y la conversion de formatos,
junto con nueve analisis geneticos de poblacion como el andlisis de componentes principales, el
andlisis filogenético, andlisis del arbol de poblacion, analisis de la estructura de la poblacion, analisis
de desintegracion del desequilibrio de ligamiento, analisis de barrido selectivo, analisis de mezcla de
poblaciones, el analisis de coalescencia secuencial markoviana y analisis del indice de fijacion.

Lectura Lectura Llamada de Filtrado de datos y

% 2 2 Analisis de resultad enera
recorte mapeo variante genetica conversion de formatos alisis de resultados generados

Entrada de BCA Analisis Analisis arbol
datos filogenético filogenético
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Figura 4.12. Flujo de trabajo del pipeline PAPipe. Las lecturas de WGRS de la poblacion de Mytilus
chilensis y los datos del genoma de referencia se procesan en serie en cinco pasos: recorte de
lecturas, mapeo de lecturas, identificacion de variantes genéticas, filtrado de datos y conversion de
formato, y generacion de resultados de analisis (Park et al., 2024).

Adicionalmente, con la finalidad de identificar variaciones nucleotidicas exclusivas y compartidas para
cada poblacion analizada de M. chilensis, se utilizo el programa CLC Genomic Workbench (v24.0,
Quiagen Bioinformatics) para separar los genes diferencialmente anotados con SNPs. El numero de
SNPs utilizados para el analisis de conectividad corresponde a los generados por comparacion entre
individuos a nivel poblacional y localizados solo en los exosomas, y el que varia a nivel pobalcional.

Posterior al mapeo de secuencias para cada individuo analizado utilizando pardmetros por defecto, se
procedio a realizar un procedimiento de “Realineamiento local”. El objetivo de este paso es mejorar
las alineaciones de las lecturas en un mapeo de lecturas existente. El algoritmo de realineacion local
funciona explotando la informacion disponible en las alineaciones de otras lecturas cuando intenta
realinear una lectura determinada. La mayoria de los mapeadores no utilizan informacion de lecturas
cruzadas, ya que hacerlo dentro del algoritmo de mapeo seria prohibitivo desde el punto de vista
computacional. Sin embargo, una vez que se han mapeado las lecturas, los procedimientos de
realineacion local pueden explorar esta informacion. La realineacion generalmente se producira en
areas alrededor de inserciones y eliminaciones en las lecturas de la muestra en relacion con la
referencia. Como resultado, se puede generar una asignacion de variantes polimorficas mejorada.
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Finalmente, para la deteccion de variantes, se utilizo el modelo de deteccion de variantes con ploidia
conocida o fijada (Fixed Ploidy Variant Detection) implementada en CLC Genomic Workbench (v24.0,
Quiagen Bioinformatics). Esta herramienta de deteccion se basa en dos modelos: (i) Un modelo para
los posibles 'tipos de sitio', dependiente del pardmetro de ploidia especificado por el usuario: para un
organismo diploide hay dos alelos y, por lo tanto, los tipos de sitio son A/A, AIC, A/IG, AIT, Al-, CIC, y
asi sucesivamente hasta -/-, (i) Un modelo para los errores de secuenciacion, que especifica las
probabilidades de tener una base determinada en la lectura, pero anotada a una base diferente. El
modelo de error se estima a partir de los datos antes de anotar las variantes. De esta forma, dicho
algoritmo calculara en base al modelo estimado de error y los datos observados en el sitio del
alineamiento, las probabilidades de cada uno de los tipos de variaciones encontradas en la posicion
de la variacion. Uno de esos tipos es el sitio que es homocigoto para la referencia, es decir, estipula
que cualquier diferencia que se observe con respecto al nucledtido de referencia en las lecturas se
debe a errores de secuenciacion. Los tipos de sitio restantes son aquellos que estipulan que al menos
uno de los alelos en la muestra es diferente de la referencia. Los datos de salida del modelo serén la
identificacion de las variantes nucleotidicas polimorficas, su probabilidad de ocurrencia, localizacion
en el genoma, zigocidad, y cambios aminoacidicos. Es decir, la herramienta permite ademas identificar
y explorar las variaciones nucleotidicas con cambios no-sinonimos. La informacion derivada de los
andlisis de identificacion de variantes permitid identificar genes enriquecidos con mutaciones
puntuales y diferencialmente segregados a nivel poblacional. De esta forma, a partir de la lista de
genes diferencialmente enriquecidos con mutaciones puntuales, se procedio a realizar una inferencia
funcional utilizando la herramienta ShinyGO (Ge et al., 2020) integrada con el genoma de referencia
de M. chilensis.

6.2.6. Validacion de SNP mediante analisis de HRM identificados a nivel poblacional
para la identificacion del origen de semillas de Mytilus chilensis

Con la finalidad evaluar SNP candidatos identificados a nivel poblacional, se disefiaron pares de
partidores para la amplificacion selectiva de cada SNP utilizando la herramienta Primer3 incluida en
Geneious Pro (v8.0.4, Biomatters) (Tabla 4.1). Los SNPs utilizados corresponden a los identificados
por WGS a nivel de exosomas, los que varian entre individuos y poblaciones, tanto en termino de
frecuencia como de localizacion a nivel de genoma. La estimacion de conectividad se realizo utilizando
la data WGS. No obstante, la validacion ser realizé utilizando HRM.

Los partidores se estandarizaron mediante PCR de punto final. Las reacciones de PCR se realizaron
en un volumen final de 12,5 pl. Cada reaccion contenia tampon de PCR 1X (Fermentas, Maryland,
EE. UU.), 0,2 ug/ul de BSA, 200 uM de dNTP, 1,5 mM de Mg2Cl, 0,5 uM de cada cebador, 0,1 U/ul de
Taq Polimerasa (Fermentas) y 13 ng/ul de ADN. La amplificacion se realizo en un termociclador Verity
(Applied Biosystems Inc., Carlsbad, EE. UU.). Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion
inicial de 4 min a 94 °C; seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 45 s a 94 °C, hibridacion de 45
s a 60 °C, 1 min de extension a 72 °C y una extension final de 10 min a 72 °C durante 10 min. Los
productos amplificados fueron finalmente visualizados mediante electroforesis en gel. Para la
cuantificacion de las variantes identificadas por los partidores de PCR, se utiliz un equipo de gPCR
QuantStudio™ (Thermo Fisher Scientific). Cada reaccion se llevd a cabo con un volumen final de 20
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ply la mezcla incluyo: 10 pl de Melt Doctor HRM Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), 10
MM de primers directos e inversos, 20 ng/pl de ADN molde y 5,4 ul de agua libre de ARNasa. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial durante 10 min a 95 °C,
luego 40 ciclos de desnaturalizacion durante 15 s a 95 °C y annealing durante 1 min a 60 °C. Las
condiciones de la etapa de curva de fusion de HRM consisten en desnaturalizacion durante 15 s a 95
°C, hibridacion durante 1 min a 60 °C 'y fusion de alta resolucion a 95 °C durante 15 s. Los resultados
de la amplificacion se analizaron utilizando el software High-Resolution Melt (version 3.1). Finalmente,
para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, los datos se evaluaron
para la distribucion normal utilizando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Para los datos
paramétricos, después de verificar la homogeneidad de varianzas (prueba de Bartlett), las medias de
los grupos se probaron mediante andlisis de varianza (ANOVA).

Tabla 4.1. Lista de partidores disefiados para la identificacion semillas en bancos naturales de Mytilus
chilensis.

Partidor Secuencia Amplicén (pb) | Eficiencia (%) | Temperatura (°C)
CC SNP3 F1 ATGAAGACAGCATTCCCGGTT 207 115.1 60
CC SNP3 R1 | TCGACAGTGCTTCACTCGTG '

CC SNP7 F1 | ATTGGTGGAGGAAGCTGGAG 197 1178 63
CC SNP7 R1 | CCATGTGGCCAAGTGGTCTA '

CC SNP11 F2 | TTCCGGGTTTGGCGATCAAT 130 179.8 60
CC SNP11 R2 |TTTTCTGCTTTTTCTTTCCTTTACAT '

CY SNP2 F1 AAGCAGTGATAATGGGACCACC 102 1036 60
CY SNP2 R1 GCAAGGGATGACGATTTCCAGA '

CY SNP3 F1 TGTCAACTTCACGTGAACAAACA 308 120 60
CY _SNP3 R1 AGCTTCCCCTCTTTGGATAGT

CY SNP4 F2 GCGAGATGAAGGAGGTTGGG 11 1074 60
CY SNP4 R2 CCTCTTCGTGCTTTGATGCA '

HL SNP3 F1 CGGTTTCCGGTTTAAATCTCGT 140 1055 60
HL SNP3 R1 TGCATCGCTTCTACAGGGAA '

HL SNP6 F2 ATTTCGGGATGGCGGGATTT 244 1285 60
HL SNP6 R2 ATGCACGGTGTCACAGACTT '

HL SNP9 F1 CTCAAGGCAGTCCCGACTTT 187 1065 60
HL SNP9 R1 TTTGCAGGCAAGTCTTGATTAGT '

HP SNP1 F2 ACCGCACAATCTGGTGAAGA 280 111.9 60
HP SNP1 R2 GACTACGCTGCATAGGAGCC '

HP SNP3 F1 TAACATCAGACGCAAGCCCA 111 1036 57
HP SNP3 R1 AGACTGTCTTTCTGAGCCTCA '

HP SNP4 F1 AAGCATCACAAACAGCTGCT 190 80.4 60
HP SNP4 R1 AGCCGTCCCGCTAGACATAT '

RL SNP2 F1 CGAACCAGAGAGCGTTTTGC 136 109 60
RL SNP2 R1 CGGGTTAACAACATGCGGTC

RL SNP12 F1 | CCCCAAAAAGTACGTTCCGA 261 200 60
RL SNP12 R1 | TGTCCAATGTAAAACGCCCAA
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6.3. Resultados

6.3.1. Analisis genomico poblacional utilizando WGRS entre ejemplares de Mytilus
chilensis recolectados en las zonas Reloncavi, Castro y Hualaihué

La exploracion de los datos gendmicos obtenidos desde 60 individuos de M. chilensis recolectados
desde las tres zonas evidencio una alta diversidad polimorfica entre ejemplares de las seis estaciones
analizados. Esta alta variabilidad no permite discriminar o agrupar la dispersion de la varianza
determinada como la frecuencia de SNPs para individuo a nivel poblacional, en grupos de acuerdo
con su origen de colecta. El analisis de PCA muestra que al comparar el PC1 con PC2, agrupando un
13,3y 10,3% de la varianza no fue posible evidenciar una agrupacion clara con respecto a la zona o
estacion (Figura 4.13). No obstante, el analisis exploratorio de los componentes PC1 y PC3 muestra
una ligera conformacion de al menos los individuos pertenecientes a las zonas de Castro y Hualaihué
(Figura 4.13). Cabe destacar que los ejemplares de Reloncavi se observan dispersos entre ambos
componentes y centroides de las agrupaciones a nivel de zona/estacion.

Andlisis PCA: 1-2 Andlisis PCA: 1-3
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Figura 4.13. Anélisis de Componentes Principales (PCA) entre PC1 y PC2 (derecha) y PC1 y PC3
(Izquierda) para 60 individuos de las poblaciones evaluadas de Mytilus chilensis. La grafica muestra
ejemplares de estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihue (CC),
Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).

Es importante destacar que la exploracion de los datos genomicos fue realizada primariamente
utilizando la estrategia descrita en la Figura 4.12. Es decir, utilizando todas las variantes polimorficas
de un dnico nucledtido identificado utilizando la estrategia GATK3/4 y BCFtools implementada en el
flujo de trabajo PAPipe. Es decir, se utilizaron como datos de entradas todos los SNPs identificados,
independiente de su region genomica. Este hecho, permite suponer que la gran cantidad de SNPs
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anotados y posiblemente su heterogeneidad en la localizacion fisica en el genoma de M. chilensis
genera un desbalance que impide visualizar una clara estructura a nivel poblacional.

Con la finalidad de evaluar estructura poblacional, se analizo la frecuencia de los SNPs mediante
Admixture, utilizando los parametros configurados en el flujo de trabajo de Park et al. (2024). En este
punto, es importante destacar que los calculos de mezcla o Admixture proporcionan un analisis de
ancestria genética a individuos evaluados para datos de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
de alta densidad. Los diferentes métodos de identificacion de SNPs (principalmente mediante NSG)
necesitan una superposicion sustancial de los SNP extraidos para permitir comparaciones
significativas. No obstante, no existe evidencia si dicho tipo de andlisis puede ser influenciado por
SNPs localizados en regiones gendmicas especificas o bien SNPs asociados con caracteristicas de
tipo adaptativas a nivel local. El analisis de Admixture generalmente construye componentes
ancestrales también llamados clisteres mediante la comparacion de un conjunto de datos de
muestras.

La Figura 4.14 muestra el analisis de Admixture utilizando valores de K entre 2 a 5, generando 4
distintas aproximaciones. La evaluacion genética no evidencia una clara relacion de ancestria genética
que permita agrupar a nivel de zona o estacion. La evaluacion del modelo cuando el valor de K es
equivalente al numero de zonas, es decir 3, no evidencia una estructura asociada a dichas
poblaciones. No obstante, es posible apreciar una leve tendencia en similitud de los ejemplares
muestreados entre las estaciones de Reloncavi-Rollizo (RR) con Hualaihué-Llancahué (HL) y
Hualaihué-Puntilla Quillon (HP). De igual forma, se observa una leve estructuracion entre ejemplares
de Reloncavi-Llaguepe (RL), con Castro-Chafiihué (CC) y Castro-Yutuy (CY). El analisis del modelo
con valores mayores de K no permite mejorar las agrupaciones observadas. Contrariamente, aumenta
el nivel de estructuracion.
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Figura 4.14. Andlisis de Admixture generado para 4 diferentes valores de K (del 2 al 5). Las gréficas
muestran los datos de NGS generados para 60 individuos de las poblaciones evaluadas de Mytilus
chilensis. La grafica muestra ejemplares de estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi- Rollizo
(RR), Castro-Chafiihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla
Quillon (HP).
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Con el objetivo de explorar SNPs a través del genoma de M. chilensis, se estimaron los valores de Fst
entre los ejemplares de las poblaciones evaluadas. La Figura 4.15 muestra los valores de Z(Fst) por
cromosoma para la comparacion entre el genoma de cada zona vs todas las estaciones. De esta
forma, se puede estimar el nivel de variabilidad de los SNPs identificados con respecto al nimero total
de ejemplares evaluados a nivel poblacional. El andlisis muestra que con un umbral de Z(Fst) igual a
5 para detectar SNPs en desequilibrio, no evidencia una gran cantidad de mutaciones polimorficas
entre las poblaciones. No obstante, SNPs localizados en los cromosomas 1, 2, 13 y 14 muestran
mayores valores de Z(Fst) en las poblaciones de Castro, mientras de los SNPs localizados en los
cromosomas 2, 3, 6 y 14 son mas enriquecidos en los ejemplares de Hualaihué. En referencia a los
ejemplares de Reloncavi, la distribucion de valores Z(Fst) en los cromosomas es mas heterogenia
comparado con las deméas poblaciones. Por ejemplo, los SNPs con valores de Z(Fst) mayores de 5
estan altamente localizados en el cromosoma 14 de las poblaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), no asi
en Reloncavi-Rollizo (RR).

Adicionalmente, el presente estudio explord los patrones de recombinacion en las poblaciones de
choritos, asi como sus posibles relaciones filogenéticas (Figura 4.16). En primera instancia se
estimaron los valores de decaimiento del desequilibrio de ligamiento (LD decay) (Figura 4.16A). El
andlisis muestra que casi todas las poblaciones presentan un mismo patron de LD decay estabilizado
hasta una distancia de las 300 Kb. No obstante, la poblacion de Reloncavi-Llaguepe (RL) evidencio
un patron de decaimiento distinto a las otras poblaciones a distancias menores de 50Kb. Los
resultados demuestran un alto nivel de heterocigosidad en la poblacion de M. chilensis analizados, lo
que puede reflejar un alto flujo genético entre poblaciones. No obstante, los ejemplares de Reloncavi-
Llaguepe (RL) sugieren un comportamiento diferencial en los patrones de recombinacion de los loci
analizados. Adicionalmente, la evaluacion de agrupaciones filogenéticas mostro una alta dispersion,
evidenciando al menos 4 clados mayores relacionados a las poblaciones estudiadas. Dentro de los
clados es posible observar una leve tendencia en la agrupacion de ejemplares de Reloncavi-Rollizo
(RR) con Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP), mientras que Castro-Chafiihué
(CC) y Castro-Yutuy (CY) con Reloncavi-Llaguepe (RL) (Figura 4.16B).
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Figura 4.15. Andlisis de indice de fijacion (Fst) a partir de datos generados para 60 individuos de las
poblaciones evaluadas de Mytilus chilensis. Las graficas muestran la comparacion de las variantes
nucleotidicas identificadas utilizando los datos de NGS generados para cada zona y estacion. Para
cada zonalestacion se compard con la variacion total poblacional. Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-
Chafiihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).
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Figura 4.16. Andlisis de (A) LD decay con maximo de distancia de 300 pb. (B) Anélisis filogenético a
partir de datos generados para 60 individuos de las poblaciones evaluadas de Mytilus chilensis. Las
gréficas muestran los datos de NGS generados para cada zona y estacion.

Un objetivo comUn de la genomica de poblaciones y la ecologia molecular es reconstruir la historia
demografica de una especie de interés. En este punto, es de interés para la comunidad el desarrollo
e implementacion de herramientas basadas en el método de coalescencia secuencial Markoviana
(PSMC por sus siglas en INGLES) para inferir tamafios de poblaciones pasadas utilizando secuencias
genomicas. Estos métodos son mas utiles cuando las secuencias estan disponibles solo para un
namero limitado de genomas y cuando el objetivo es estudiar eventos demograficos antiguos. Los
resultados de estos andlisis pueden ser dificiles de interpretar con precision, porque para ello es
necesario comprender la base molecular de las interacciones entre el genotipo y el ambiente, a fin de
asignar cambios demograficos a eventos particulares. No obstante, es interesante para evaluar la
expansion demogréafica reciente de una poblacion, y especialmente en M. chilensis, debido a su
alteracion poblacional por la actividad productiva de la mitilicultura. Para ello, se analizaron los datos
utilizando la estrategia de identificacion y evaluacion de variantes SNPs solo en exones a lo largo del
genoma de M. chilensis. Esta estrategia fue utilizada a fin de evaluar el comportamiento de estas
variaciones puntuales nucleotidicas en términos de estructuracion poblacional y expansion
demografica. La Figura 4.17 muestra los analisis gendmicos realizados utilizado SNPs en regiones
exonicas para tres poblaciones en estudio. Esta exploracion de los datos fue realizada a fin de buscar
distintas estrategias de analisis con la finalidad de responder los requerimientos técnicos de la
propuesta. La aplicacion de modelos de Admixture para un valor de K igual a 3 muestra una clara
diferenciacion entre las tres poblaciones analizadas, mostrando a Hualaihué-Llancahué (HL) y
Reloncavi-Rollizo (RR) con una mayor proporcion de ejemplares con genotipos distintos (Figura
4.17A). En referencia a Castro el anélisis evidencia una menor mezcla de genotipos, probablemente
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relacionada a su caracter de recepcion de semillas o zonas de retencion larval de M. chilensis. Esta
inferencia puede ser relacionada con el tamafio efectivo poblacional calculado mediante un modelo
PSMC donde es posible observar la trayectoria del tamafio poblacional efectivo (Figura 4.17B). El
andlisis evidencia que alrededor de 100.000 afios los tamafios poblacionales efectivos eran bajos y
estables, pero posterior a ello se observa un cambio drastico de expansion demografica, siendo
Hualaihué la mayor poblacion con tamafio efectivo poblacional desde hace 10.000 afios.

RR ——
HL ——

Tamaiio poblacional efectivo (x10%)

10* 10° 108 107 10°
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Figura4.17. (A) Andlisis de Admixture generado para 4 diferentes valores de K (del 2 al 5). Las gréaficas
muestran los datos de NGS generados para 60 individuos utilizando solo SNPs anotados en regiones
exonicas de las poblaciones evaluadas de Mytilus chilensis. (B) Analisis de PSMC para la estimacion
demogréafica de las poblaciones de Mytilus chilensis estudiadas. La grafica muestra ejemplares de las
estaciones Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chaiiihué (CC), y Hualaihué-Llancahué (HL).

6.3.2. Analisis de variantes nucleotidicas y zigocidad en las tres poblaciones de Mytilus
chilensis del estudio.

Con la finalidad de explorar los datos de WGR, se analizaron los tipos de mutaciones puntuales
identificadas en los 60 genomas re-secuenciados de M. chilensis. Para ello se identificaron mutaciones
puntuales de un dnico nucledtido (SNV), deleciones, inserciones, multiples variantes nucleotidicas
(MNV) y “replacement” o sustitucion. La Figura 4.18 muestra la distribucion de los distintos
polimorfismos promedios (n=60) para cada poblacion. El anlisis evidencia un enriquecimiento para
todas las poblaciones en mutaciones tipo SNVs, constituyendo cerca de un 95% de las anotaciones
identificadas. Con respecto a las otras mutaciones, mostraron valores promedio por individuo/genoma
menor a las 60.000 anotaciones. De manera muy interesante, los individuos de las poblaciones de
Castro-Yutuy (CY), Castro-Chafiihué (CC) y Reloncavi-Llaguepe (RL) mostraron los mayores valores
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de ocurrencia, comparado con los genomas secuenciados desde individuos recolectados en
Reloncavi-Rollizo (RR), Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP). Un aspecto
interesante, es la mayor dispersion de todas las variantes identificadas en los ejemplares de
Reloncavi-Llaguepe (RL). Este andlisis permite explorar posibles asociaciones, agrupando las
poblaciones de Castro con Reloncavi-Llaguepe (RL), y Hualaihué con Reloncavi- Rollizo (RR). El
andlisis estadistico del nimero de variantes SNVs por poblacion permite sugerir asociaciones
diferencias de dichas mutaciones. La Figura 4.19 muestra las comparaciones estadisticas realizadas.
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Figura 4.18. Comparacion de 5 tipos de variantes polimorficas desde datos entre poblaciones de
Mytilus chilensis. La comparacion entre los ejemplares de estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL),
Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y

Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).
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Figura 4.19. Comparacion estadistica de variantes polimorficas Unicas (SNV) desde datos entre
poblaciones de Mytilus chilensis. La comparacion fue realizada entre los ejemplares de estaciones
Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihué (CC), Castro-Yutuy (CY).
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Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).

Con la finalidad de explorar posibles asociaciones a nivel poblacional de las variantes polimorficas
identificadas, se realizd un andlisis de componentes principales (PCA). Las Figuras 4.20 y 4.21
muestran la agrupacion de SNVs en el PC1, evidenciado una mayor asociacion entre las poblaciones
de Castro y Reloncavi-Llaguepe (RL), mientras que Hualaihué con Reloncavi- Rollizo (RR) fueron
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significativamente agrupadas. Las demas mutaciones no evidenciaron un patron de agrupacion
estadisticamente significativo.
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Figura 4.20. Andlisis de Componentes Principales (PCA) para los factores de poblacion y variantes
polimorficas. El PCA fue realizado entre los ejemplares de estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL),
Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y
Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).
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Figura 4.21. Anélisis de Componentes Principales (Biplot) para los factores de poblacion y variantes
polimorficas. EI PCA fue realizado entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL),
Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y
Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).

Adicionalmente, con la finalidad de comparar entre poblaciones utilizando los datos de variantes
polimorficas, se realizé una prueba de comparacion mdltiple utilizando una prueba de ANOVA de 2-
vias para identificar posibles asociaciones estadisticas. Las principales diferencias encontradas fueron
entre ejemplares de Castro con Hualaihué y Reloncavi (Figura 4.22). En general, los individuos de
Hualaihué y Reloncavi mostraron bajas diferencias en los promedios de polimorfismos identificados,
excepto en ejemplares de la estacion de Reloncavi-Llaguepe (RL), quienes poseen mayor significancia
estadistica al momento de evaluar diferencias entre mutaciones puntuales a nivel genomico. En
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sintesis, basandose en los resultados de asociaciones estadisticas entre ejemplares de M. chilensis,
para las tres poblaciones muestreadas y 6 puntos de muestreo, los individuos de Castro muestran
diferencias significativas con todos los otros ejemplares, excepto para aquellos recolectados en
Reloncavi-Llaguepe (RL).
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Figura 4.22. Prueba de comparacion mdltiple mediante test de ANOVA de 2-vias para identificar
posibles asociaciones estadisticas de SNVs entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-
Llaguepe (RL), Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chaifiihue (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-
Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).

Con el objetivo de evaluar la distribucion de la zigocidad en las poblaciones de M. chilensis, se
identificaron bioinformaticamente a partir de los datos WGR vy las variantes polimorficas anotadas, la
ocurrencia de mutaciones heterocigotas y homocigotas. Los analisis y comparaciones estadisticas
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fueron realizadas entre ejemplares de las estaciones de Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi-Rollizo
(RR), Castro-Chafiihué (CC), Castro-Yutuy (CY), Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla
Quillén (HP). La Figura 4.23 muestra la proporcion de SNVs, identificados como heterocigotos u
homocigotos. En general, es posible observar que la proporcién de heterocigotos es mayor con
respecto a la proporcion de SNVs homocigotos. Es en congruencia con los tamafios poblacionales
descritos y la estrategia de reproduccion de la especie. No obstante, este andlisis exploratorio muestra
una mayor proporcién de zigocidad en ejemplares recolectados desde Castro y Reloncavi, siendo la
mayor proporcién de heterocigotos asociadas a ejemplares recolectados en Reloncavi-Llaguepe (RL).
Por otra parte, la menor proporcién de heterocigotos fue evidenciada en individuos muestreados en la
zona de Hualaihué.

Proporcién de cigocidad
sCC =CY sHL =»HP sRL =RR

I

He .l.I

Figura 4.23. Proporcion de zigocidad, heterocigotos (He) y homocigotos (Ho), entre ejemplares de las
estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi- Rollizo (RR), Castro- Chamhue (CC), Castro-Yutuy
(CY), Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).

El andlisis estadistico del numero de zigocidad entre ejemplares de M. chilensis recolectados en las
tres zonas analizadas, evidencié diferencias significativas para los SNVs heterocigotos (Figura 4.24).
El general el estudio mostré que no existen diferencias entre ejemplares recolectados de la misma
zona, incluyendo los dos puntos de muestreos analizados. Es decir, no hay diferencias en el nimero
de loci heterocigotos entre Castro-Chafiihué (CC) y Castro-Yutuy (CY) o Hualaihué-Llancahué (HL) y
Hualaihué-Puntilla Quillon (HP). De manera interesante, se evidenciaron diferencias estadisticas entre
el niamero de loci heterocigotos entre ejemplares de Reloncavi. La comparacion entre poblaciones o
zonas, mostré que Castro es diferente a Hualaihué y Reloncavi, excepto para Reloncavi-Llaguepe
(RL). Con respecto a los loci homocigotos identificados en los ejemplares muestreados, el analisis
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evidencid bajas diferencias significativas entre estaciones. No obstante, Castro mostrd diferencias con
ambas estaciones de Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillén (HP), respectivamente.
Con respecto a Reloncavi-Rollizo (RR), los loci homocigotos mostraron diferencias estadisticas con
Castro-Yutuy (CY).
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Figura 4.24. Comparacion estadistica de zigocidad entre poblaciones de Mytilus chilensis. La
comparacion fue realizada entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL),
Reloncavi- Rollizo (RR), Castro-Chafihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y
Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).
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Figura 4.25. Prueba de comparacion mdltiple mediante test de ANOVA de 2-vias para identificar
posibles asociaciones estadisticas de zigocidad entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-
Llaguepe (RL), Relonc
Llancahué (HL) y Hualaihué-Puntilla Quillon (HP).
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Con objetivo de evaluar posibles asociaciones estadisticas entre el nimero de loci heterocigotos y
homocigotos, se realiz6 una prueba de comparacion multiple mediante una prueba ANOVA. El estudio
mostré que no existen diferencias de los loci homocigotos entre las poblaciones analizadas, excepto
para Castro-Yutuy (CY)-Hualaihué-Llancahué (HL), Castro-Yutuy (CY)-Reloncavi-Llaguepe (RL),
Castro-Chafiihué (CC)-Hualaihué-Llaguepe (HL) y Castro-Chafiihué (CC)-Hualaihué-Puntilla Quillon
(HP) (Figura 4.25). Con respecto al andlisis de loci heterocigotos, se evidenciaron mayores
asociaciones estadisticas basados en las diferencias de medias entre individuos analizados. En
general, se observa que ejemplares heterocigotos para los loci analizados son significativamente
distintos con respecto a los ejemplares de las demas poblaciones analizadas. Un hecho interesante,
son las diferencias estadisticas de las medias de los loci heterocigotos encontradas para la zona de
Reloncavi, mientras que Hualaihué-Puntilla Quillon (HP) y Reloncavi-Llaguepe (RL) mostraron el
mismo patron de diferencias (Figura 4.25).

Derivado de los resultados obtenidos de las diferencias estadisticas encontradas en la zigocidad de
los ejemplares de M. chilensis. Se analiz6 posibles agrupaciones de la frecuencia de dichos loci a nivel
poblacional. El Analisis de Componentes Principales (PCA) evidencié que no es posible discriminar
grupos de individuos a partir de los loci homocigotos (Figura 4.26). No obstante, el andlisis de los loci
heterocigotos evidencié dos grupos significativamente asociados al componente principal 1,
agrupando los ejemplares Castro con Reloncavi-Llaguepe (RL), y de Hualaihué con Reloncavi-Rollizo
(RR) (Figura 4.27).

Los resultados obtenidos permiten sugerir una posible diferenciacion poblacional de M. chilensis a
partir de los datos de WRG generados en el presente estudio. Es posible evidenciar que las variantes
Unicas o SNVs aportan con mas informacion polimérfica que permita explorar las diferencias
poblacionales. De igual forma, aquellos SNVs heterocigotos fueron asociados significativamente con
la discriminacion de las poblaciones analizadas. El siguiente paso de andlisis fue extraer aquellos
SNVs informativos a nivel poblacional a fin de identificar funcionalidad de las variantes identificadas.
Es decir, identificar qué variantes diferencialmente anotadas estdn asociadas con genes, y
putativamente, si es posible observar procesos bioldgicos o funciones moleculares asociadas a cada
poblacion de estudio. Esta aproximacion permitiria evidenciar si los SNVs identificados poseen un
efecto fenotipico a nivel poblacional. De igual forma, la utilizacion del genoma de M. chilensis permite
evidenciar si existen cromosomas particulares que concentran mayor nivel de polimorfismos y, por
tanto, un componente importante en las relaciones microevolutivas de la especie.
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Figura 4.26. Anélisis de Componentes Principales (PCA) para los factores de poblacion y zigocidad.
El PCA fue realizado entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi-
Rollizo (RR), Castro-Chafiihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-
Puntilla Quillon (HP).
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Figura 4.27. Anélisis de Componentes Principales (PCA) para los factores de poblacion y zigocidad.
El PCA fue realizado entre los ejemplares de las estaciones Reloncavi-Llaguepe (RL), Reloncavi-
Rollizo (RR), Castro-Chafiihué (CC), Castro-Yutuy (CY). Hualaihué-Llancahué (HL) y Hualaihué-
Puntilla Quillon (HP).
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6.3.3. Analisis funcional de SNPs anotados en regiones codificantes del genoma de
Mytilus chilensis diferencialmente asociados a nivel poblacional.

La estrategia de analisis de variantes polimorficas localizadas en regiones exonicas permitio identificar
genes exclusivos y compartidos para cada poblacion. Los analisis genémicos de este estudio
evidencian agrupaciones de variantes y zigocidad entre las zonas/estaciones asociadas a Castro y
Reloncavi-Llaguepe (RL), asi como entre Hualaihué y Reloncavi-Rollizo (RR). De esta forma, los
andlisis posteriores se realizaron agrupando dichas estaciones como CCY_RL (Castro-
Chafihué/Castro-Yutuy/Reloncavi-Llaguepe) y HPL_RR (Hualaihué-Puntilla Quillén/Hualaihue-
Llancahué/Reloncavi- Rollizo). La Figura 4.28 muestra el nimero de genes exclusivos y compartidos
para cada agrupacion. Fue posible observar que HPL_RR mostré la mayor cantidad de genes
exclusivos anotados con SNPs contabilizando un total de 5,096 genes. Para la agrupacion de CCY_RL
se observo un total de 3,342 genes exclusivos con variantes polimorficas, mientras que 19,666 fueron
anotadas como compartidas entre todas las poblaciones.

CCY_RL HPL_RR

5096

(18.1%)

Figura 4.28. Grafica de Venn para SNPs anotados sobre genes exclusivos y compartidos entre las
agrupaciones de las estaciones de CCY_RL (Castro-Chafiihué/Castro-Yutuy/Reloncavi-
Llaguepe/Reloncavi-Llaguepe y HPL RR (Hualaihué-Puntilla Quillén/Hualaihue-
Llancahué/Reloncavi- Rollizo).

Utilizando la herramienta ShinyGO para predecir funcionalidad a partir de andlisis de enriquecimiento
mediante herramientas de GO y KEEG, se analizaron los genes exclusivos identificados para SNPs
en las agrupaciones de estaciones CCY_RL y de HPL_RR. La Figura 4.29 grafica los principales
resultados obtenidos del analisis. Se observa que para la poblacion HPL_RR los SNPs identificados
enriquecen funciones moleculares asociadas con integridad de membrana (Tight juction) y regulacion
del sistema inmunoldgico (Figura 4.29A). El analisis de las redes de vias moleculares evidencia una
alta interaccion de genes relacionados con respuesta inmune de tipo bacteriano y viral, dejando de
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manera aislada y enriquecidas funciones de integridad de membrana celular (Figura 4.29B). Estos
resultados pueden ser interpretados bajo un aspecto ambiental. Existe evidencia que las poblaciones
de M. chilensis en las zonas de Reloncavi y Hualaihué experimentan una intensa variabilidad
ambiental derivada de los aportes de agua dulce. De esta forma, el incremento de sedimentos puede
generar mayor carga microbiologica en la columna de agua de dichas zonas. Asimismo, las
variabilidad térmica y osmdtica requiere de una mayor respuesta de elementos genéticos asociados
con integridad de las membranas celulares. Esta sefial genémica de SNPs asociadas a genes
exclusivos de las poblaciones HPL_RR, sugiere algin tipo de adaptacion genomica local. En
referencia a las poblaciones de CCY_RL, la anotacion de SNPs exclusivos sobre genes de M.
chilensis, el analisis de ontologia muestra una menor cantidad de funciones enriquecidas. No obstante,
se observan funciones reparacion de DNA (double-strand break repair), regulacion de ciclo circadiano
y adhesion celular. Estos resultados pueden interpretarse como una sefial gendmica asociada a estrés
de tipo antropogenico, principalmente sobre aquellos genes relacionados con reparacion de DNA
frente a hidrocarburos y otros contaminantes ambientales en el ambiente marino (Figura 4.29C). El
andlisis de redes de vias de sefializacion muestra una fuerte asociacion con respuesta a estres,
sustentando el hecho que dichos organismos pueden estar asociados con firmas gendmicas y
mutaciones asociadas a la respuesta antropogeénica (Figura 4.29D).
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Figura 4.29. Andlisis de enriquecimiento funcional para categorias de procesos hio
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molecular (A'y C), asi como vias de sefializacion mediante herramienta grafica ShinyGO (By D). Ay
B representan las agrupaciones poblacionales de HPL_RR, mientras que C y D representan las

estaciones de CCY_RL.
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6.3.4. Analisis del origen de la semilla'y Conectividad

Se realiz6 un andlisis de asignacion de tal forma de estimar el origen de las semillas ubicadas en los
colectores y también en los bancos naturales, para determinar su origen al comparar con
reproductores de bancos naturales cercanos y distantes y con reproductores de centros de engorda.
Para cumplir con este requerimiento se disefiaron y validaron marcadores SNP discriminantes para
las poblaciones en estudio (Tabla 4.2 y 4.3). El detalle del desarrollo de estos nuevos marcadores
para M. chilensis siguiendo la metodologia especificada en el trabajo de Jiliberto et al. (2017) se
muestra en el Anexo 4.1. Posteriormente, a partir de la informacion generada por el genotipificado de
las muestras obtenidas de colectores y bancos identificados en la propuesta se procedio al analisis
genético de ellas.

Para esto se utilizo el software GeneClass 2.0 (Piry et al., 2004) que realiza analisis de asignacion con
estadistica bayesiana. El criterio de asignacion utilizado fue la observacion de un valor mayor a un
95%. Para definir conectividad y parentesco se utilizaron modelos de analisis de genética poblacional.
Para esto se realizd un analisis de la estructura poblacional mediante estimadores de diferenciacion
genética entre zonas/estaciones. Se realizd un andlisis de varianza molecular AMOVA para determinar
el origen de la diferenciacion genética entre los diferentes niveles de muestreo mediante Arlequin 3.5
(Excoffier and Lischer, 2010). Cabe destacar que debido a la alta variabilidad encontrada con los
marcadores SNPs a nivel de todo el genoma, es decir, aquellos localizados a nivel de intrones, exones
y regiones intergénicas, no fue posible generar resultados que permirieran asociar zonar y otrien de la
semilla. No obstante, el andlisis de SPNs solo en regiones exonicas permite desarrollar una
herramienta basada en secuenciacion masiva que permita identificar relaciones de conectividad
genética. Por otra parte, el proyecto demuestra la alta tasa de relocalizacion o trasplante de semillas
desde Reloncavi, lo que evidentemente altera este tipo de andlisis. No obstante, el desarrollo y
validacion de nuevos marcadores SNPs, asi como su aplicacion mediante HRM permite de una forma
rapida la exploracion de origen de semilla en colectores o zonas de engorda.

Los resultados de conectividad de M. chilensis utilizando marcadores SNPs mediante HRM, asi como
la informacion generada desde datos de WGRS para las tres zonas (fiordo Reloncavi, Hualaihué y
Castro) y zonas/estaciones analizadas, permiten sugerir la existencia de un flujo de semillas diferencial
desde Reloncavi hacia Castro y Hualaihué. Especificamente, los antecedentes sugieren una mayor
conectividad genética entre Castro (Chafiihue-Yutuy) con Reloncavi-Llaguepe (RL) (Figura 4.30). Por
otra parte, los datos sugieren que Hualaihué (Puntilla Quillon-Llancahue) estaria méas relacionado con
el sector de Reloncavi-Rollizo (RR). Asimismo, los datos sugieren que existiria un flujo genético entre
Hualaihué y Castro, pero de menor escala comparado con la conectiva desde Reloncavi hacia ambas
zonas (Figura 4.30).
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Figura 4.30. llustracion referencial de conectividad genética para las poblaciones en estudio de Mytilus
chilensis de Reloncavi, Castro y Hualaihué.
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Tabla 4.2. Genotipificacion de marcadores SNPs desarrollados para la identificacion de semillas en
bancos naturales de Mytilus chilensis.

Sample CC_SNP3 CC_SNP7 CY_SNP2 CYSNP3 | CY SNP4-2 | HL_SNP3 |HL_SNP6-2| HLSNP9 | HP_SNP1-2 | HP_SNP3 HP_SNP4 RL_SNP2 RL_SNP12
CC1 HTZ HMZ 1 HTZ HMZ2 HMZ 1 OMMTIDA HMZ2 OMMTIDA HMZ2 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HTZ
cc2 HTZ HMZ 1 HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ 1 HTZ HMZ2 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ2
cCc3 HMZ 1 HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ 2 HMZ 1 HMZ 1 HMZ2 HTZ HTZ HMZ 1 HTZ
cca HMZ1 HMZ1 HTZ HTZ HMZ1 HMZ2 HMZ1 HMZ1 HMZ2 HMZ1 HTZ OMITIDA HMZ 1
CC5 HMZ2 HMZ1 HMZ2 HTZ HMZ2 OMMIDA HTZ HMZ2 HMZ2 HTZ HTZ HMZ1 HMZ2
CcCé HMZ1 HMZ1 HMZ1 HTZ HMZ2 HTZ HMZ1 HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ1 HTZ HTZ
cy1 HMZ 1 HMZ1 HTZ OMITIDA OMITIDA HMZ2 HMZ1 HMZ1 HMZ2 OMITIDA HTZ HMZ1 HMZ1
cY2 HMZ 1 HMZ1 HTZ HTZ HTZ HMZ2 HMZ1 HMZ1 HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ1 HTZ
CY3 HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ2 HTZ HTZ HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ1 HTZ
Cya HMZ2 HTZ HTZ HMZ2 HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ1 HMZ1 HMZ2 HMZ2 HMZ1 HTZ
CY5 HMZ 1 HTZ HMZ2 HTZ HMZ2 HMZ2 HMZ1 HMZ1 HTZ HMZ1 HTZ ‘OMIIDA HMZ2
CY6 HTZ HTZ HTZ HMZ2 OMITIDA HMZ2 OMITIDA HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ OMMIDA
CY7 HMZ 1 HMZ 1 HTZ OMITIDA HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ 1 HMZ2 HMZ2 HMZ 1 HTZ HTZ
CcYs HTZ HMZ 1 HTZ OMITIDA HTZ HMZ2 HTZ OMMIDA OMMIDA OMITIDA HMZ 1 HMZ1 HMZ 1
HL1 HTZ HTZ HMZ 1 OMITIDA HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ 1 HMZ2 HMZ 1 HMZ2 HMZ 1 HMZ 1
HL2 HMZ2 HTZ HTZ OMITIDA HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HMZ2 HMZ 1 HMZ2
HL3 HMZ2 HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1 HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ2 HMZ2 HMZ 1 HMZ 1
HL4 HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HMZ 1
HLS HMZ2 HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HTZ
HL6 HMZ 1 HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ 1 OMIIDA OMITIDA HMZ 1 HMZ 1 HTZ
HL7 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HMZ 2 HMZ 1 HMZ 1 HMZ2 OMITIDA HMZ2 HMZ2 HTZ
HL8 HMZ 1 HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ2 HMZ 1 HMZ 1 HMZ2 HMZ 1 HTZ HTZ HIZ
HP1 HMZ2 HTZ HTZ HTZ OMITIDA HTZ HMZ2 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ2 HTZ HTZ
HP2 HMZ 1 HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1
HP3 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ2 HMZ 1 OMMIDA HTZ HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1 HTZ
HP4 HMZ 1 OMITIDA HMZ 1 HTZ HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ 1 HMZ2 HMZ2 HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1
HPS HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1 HMZ 1 3 HMZ 1 HTZ HMZ 1 OMITIDA
HP6 HMZ 1 HTZ HMZ 1 HTZ HMZ 1 HMZ 2 OMITIDA HMZ 1 HMZ2 HTZ HTZ HTZ HTZ
HP7 HMZ 1 HTZ HMZ 1 OMITIDA HTZ HTZ HMZ 1 HMZ 1 HTZ OMITIDA HTZ OMITIDA HMZ 1
HP8 HMZ1 HTZ HMZ1 HMZ1 HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1 HMZ 1 HMZ2 OMITIDA HMZ 2 HMZ2 OMITIDA
RL1 HMZ1 HTZ HMZ1 OMITIDA HMZ1 HMZ1 HMZ1 HMZ1 HTZ HMZ 1 OMITIDA HMZ1 HMZ1
RL2 HMZ1 HMZ1 HTZ OMITIDA HMZ1 HMZ2 HMZ1 OMMIDA HTZ HMZ1 HTZ HMZ1 OMMIDA
RL3 HMZ1 HMZ1 HTZ OMITIDA HMZ2 HMZ2 HTZ HTZ HTZ HMZ1 HMZ1 HMZ1 HMZ1
RL4 HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ2 HMZ 2 ‘OMMIDA HMZ 2 HMZ2 HTZ ‘OMMIDA HMZ2
RLS HMZ1 HMZ 1 OMITIDA HTZ HTZ HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ2 HMZ1 HTZ HMZ1 HTZ
RL6 HMZ1 HMZ 1 HMZ2 HTZ HMZ2 HTZ HMZ1 HTZ HTZ HMZ1 HTZ HMZ2 HTZ
RL7 HMZ 1 HTZ HMZ2 HTZ HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ 1 HMZ2 HMZ 1 HTZ HTZ HMZ 1
RL8 OMITIDA HMZ2 HMZ2 HMZ2 HMZ2 HTZ HMZ2 HTZ HTZ HTZ HTZ HTZ HMZ1

Tabla 4.3. Analisis de zigocidad de marcadores SNPs desarrollados para la identificacion de semillas
en bancos naturales de Mytilus chilensis.

CC_SNP3 CC_SNP7 CY_SNP2 CY_SNP3 CY_SNP4-2 HL_SNP3 HL_SNP6-2 HL_SNP9 HP_SNP1-2 HP_SNP3 HP_SNP4 RL_SNP2 RL_SNP12

GG Heterocigoto (33,3 333 B 167 W 167 0,0 ISbo INEEEE N 167 HESDO
cc Homocigoto 1 |IllED,0 0,0 | B KK 0,0 EESbo W67 IEEER W 167
cc Homocigoto 2 [l 16,7 G333 H 67 HEE:: HEDDEE o0 00 00 B33

cy Heterocigoto [l 25,0 Ml2s0 ME2s0 W 125 HEE W20 O
cy Homocigoto 1 0 \ B 125 125 EH250 NSRS 250
X Homocigoto 2 [l 25 D 0 o B 125 B 125
HL Heterocigoto HM250  [ENESEN s o125 B 125 D 0
HL Homocigoto 1 7.5 82k 0,0 B 125 .7 5
HL Homocigoto 2 [IB7 5 . 750 0 125
HP Heterocigoto 00 [INENSE MN2s50 RS .7 5
HP Homocigoto 1 IS 00 NS W20 e s
HP Homocigoto 2 Il 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0
RL Heterocigoto W 125 @75 [B7s [HEEDO 250
RL Homocigoto 1 [ESHE WESBo N 125 0,0 S0 o
RL Homocigoto2 00 W 125 W75 W 125 0 125
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7. DISCUSION

Los mitilidos predominantes en el fiordo Reloncavi y Hualaihué fueron M. chilensis y A. atra, aunque
con caracteristicas de distribucion espacial diferente. Mientras en el fiordo Reloncavi se observé M.
chilensis hasta el submareal somero, en Hualaihué esta especie estuvo restringida al intermareal. Por
otro lado, en Estero Castro, M. chilensis se restringio al intermareal, compartiendo el espacio con P.
purpuratus, mientras que en el submareal fue abundante C. chorus.

Las estaciones fiordo Reloncavi presentaron una biomasa promedio de 4,5 t por estacion, mientras
que en Hualaihué la biomasa por estacion fue de 1,7 t por estacion y en Castro, solo se registro 0,6 t
por estacion en solo 5 estaciones. Esto sugiere que la zona mas importante en abundancia de
mitilidos, de las zonas estudiadas es el fiordo Reloncavi.

El patron de distribucion vertical de M. chilensis y A. atra observada en este estudio es coincidente
con lo reportado por Viviani (1979). Ademas, en el fiordo Reloncavi, se observa una profundizacion de
los bancos desde la boca (sector Boca) hacia la cabecera de fiordo, modulado por la profundizacion
de la picnoclina Molinet et al. (2015). Los cambios observados en la distribucion vertical de los bancos
de mitilidos podrian producirse en escalas de tiempo interanuales, a través de procesos de expansion
explicados por reproduccion y reclutamiento (Toro et al., 2004; Oyarzun et al., 2011) y contraccion
explicados por pesca (Molinet et al., 2015) y variaciones en la salinidad superficial. La clara
diferenciacion del cinturon de M. chilensis y A. atra se ha descrito asociada a efectos de la salinidad
(en la capa superficial) y a competencia y depredacion a mayores profundidades. La competencia
entre ambas especies (sugerida por Molinet et al., 2021b), en sistemas de salinidad aproximadamente
> 28 psu restringiria la disponibilidad de habitat para M. chilensis (Hauseermann y Forsterra 2009;
Zaixso, 2004; Molinet et al., 2015; Viviani, 1979), tal como se observa entre el fiordo Reloncavi y
Hualaihué. Aulacomya atra desplazaria a M. chilensis usando su habilidad para producir un biso que
se adhiere fuertemente al sustrato (Molinet et al., 2021b; Burzio et al., 1997). Por otro lado, la estructura
de las comunidades intermareales y submareales poco profundas en sistemas rocosos es modulada
por competencia intra e interespecifica entre organismos que se adhieren al sustrato, asi como la
depredacion, por ejemplo, por Echinodermata y Mollusca (Connell, 1961; Hunt y Scheibling, 2001;
Paine, 1974; Reusch y Chapman 1997; Molinet et al., 2015; Curelovich et al., 2016).

Ya que los mitilidos son capaces de secretar nuevo hiso (Babarro et al., 2008) y al menos en estados
juveniles desprenderse del sustrato y volver a fijarse en otros ambientes (Langley et al., 1980; South
etal., 2020), es posible que existan otros mecanismos de cambio interanual de la distribucion espacial
de mitilidos, lo que deberia ser estudiado en especifico para M. chilensis y A. atra.

En sistemas estuarinos, como el fiordo Reloncavi, una fraccion importante de la variabilidad ambiental
se vincula a las descargas de agua dulce de los rios y al aporte directo de aguas lluvia, ingresos que
influencian la estructura superficial de la columna de agua (Lewis, 1997). Luego, cambios en la
estratificacion de la columna de agua pueden influir en el reclutamiento y sobrevivencia de los
invertebrados bentonicos que alli habitan (Cameron y Schroter, 1980; Harrold, et al., 1991; Wing et
al., 2003). En este sentido, se hace necesario mantener un monitoreo de la relacion entre la
variabilidad ambiental, los bancos naturales de mitilidos y la captacion de semillas en estas zonas,
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que permita: primero entender las relaciones que se producen y segundo, proponer medidas de
manejo para proteger los bancos més importantes.

Por otro lado, particularmente en el fiordo Reloncavi existe alta presion de captura de semillas
evidenciada por el incremento en la cantidad de long lines entre 2005 y 2020 (Molinet et al., 2021b)
en el fiordo Reloncavi, desde donde se estima proviene el 50% de la captacion para la mitilicultura
chilena (Segura et al., 2022).

Las distribuciones de tamafios de los bancos estudiados muestran que en el nivel superior de fiordo
Reloncavi y Hualaihué se habria registrado reclutamiento significativo (aproximadamente 20%) en los
bancos, mientras que en Castro no se observaron individuos pequefios.

La informacion disponible sobre la distribucion de las etapas juveniles de M. chilensis y A. atra (Molinet
et al., 2017; Molinet et al., 2021b; Avendafio et al., 2011; Barria et al., 2012) y las variaciones en la
salinidad de la columna de agua permiten explicar la distribucion espacial de las distintas especies de
mitilidos observadas en este estudio. A la vez, permiten explicar la mayor presencia de otras especies
de mitilidos en colectores del Hualaihué y Castro, comparado con el fiordo Reloncavi (Segura et al.,
2022). En este sentido, el fiordo Reloncavi parece representar la mejor area de captacion en términos
de la pureza (relativa a otras especies) de la semilla y es clave entender y conservar (hasta donde sea
posible) esta propiedad para la mitilicultura chilena.

A nivel practico, y acotado a la realidad de la mitilicultura chilena, este tipo de alteraciones debiese
condicionar a los productores a instalar colectores de semillas cada vez mas superficiales, como
estrategia para acceder a una menor presencia de semillas de A. atra.

Los cambios en la salinidad descritos en el ambiente pueden amenazar la actual distribucion de los
bancos y restringirlos hacia el intermareal, disminuyendo los reproductores y por lo tanto las semillas
disponibles (Molinet et al., no publicado). La pérdida de bancos semilleros debido al cambio climético
pone en riesgo también la produccion industrial y exportaciones de este molusco (Soto et al., 2020).
Esto es aun mas urgente si se consideran las proyecciones hidro-climaticas, las cuales para la
Patagonia norte de Chile indican una transicion hacia un clima mas calido y seco, donde los aportes
fluviales debiesen tender a ser menores a los actuales (Aguayo et al., 2019).

Para afrontar este potencial riesgo, la primera necesidad es continuar monitoreando los cambios en la
distribucion espacial vertical de mejillones. Esto permitira avanzar en la comprension del rol de los
cambios de salinidad de la columna de agua, poniendo en relevancia la necesidad de evaluar los
efectos de sequias sobre los ecosistemas marinos (e.g. Blanchard et al., 2008) y por sobre todo la
urgencia de proteger y conservar las cuencas de los rios que alimentan y diluyen el SFC de Chile.

Tanto en el fiordo Reloncavi, como en Hualaihué, se registré abundante cobertura de M. senile, una
anémona invasora que homogeneizo el sustrato en canal Chacao, desplazando al menos una
poblacion local de erizos (Molinet et al., 2023). Por lo anterior se sugiere considerar en los monitoreos
de bancos naturales (incluidas las AMERB) a esta especie que es considerada una amenaza para la
biodiversidad bentonica.

En base a los resultados genéticos para identificacion de especies, fue posible corroborar la presencia
de la unica especie Mytilus chilensis en todos los bancos analizados, esto en base al uso del marcador
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citocromo oxidasa |, el cual se ha estandarizado como marcador universal de especies a través del
proyecto de cddigos de barras de ADN (Hebert et al., 2003). Este proyecto promueve el uso de un
enfoque estandarizado de codigos de barras de ADN, que implica identificar un espécimen como
perteneciente a una especie animal especifica, basandose en un Unico marcador universal: la
secuencia del codigo de barras de ADN. Estos resultados coinciden con lo ya observado por Astorga
etal. (2015) donde se detecta la presencia de solo M. chilensis desde Puerto Saavedra a Punta Arenas
y se detecta la presencia de la especie introducida M. galloprovincialis solo en las costas de la Region
del Bio-Bio. Sin embargo, esto es diferente a lo detectado por Oyarzun et al. (2016) y Larrain et al.
(2018), quien indican la posible presencia de Mytilus trossulus en la zona de canales y mar interior de
Chiloé, ambos autores utilizan otro tipo de marcadores de ADN, por lo cual nosotros consideramos
que debido a la reciente especiacion del complejo de especies del género Mytilus, no todos los
marcadores resuelven la identificacion de la especie de la forma mas adecuada.

Las diferencias entre zonas mareales muestran diferencias significativas entre ellas, lo cual coincide
con lo ya encontrado por Astorga et al. (2018), donde solo el marcador correspondiente a un gen
mostraba diferencias (Gen COl), y el marcador neutral no las mostraba, lo cual puede entenderse que
este marcador identificaba la presencia de seleccion natural diferencial entre zonas mareales, lo cual
se vuelve a repetir en este trabajo, seis afios después del primer trabajo. El marcador COI utilizado es
un gen codificante de una enzima implicada en generar ATP, por lo que pueden marcar diferencias
posiblemente atribuibles a un proceso de seleccion diferencial entre ambientes. Como ha sido
reportado, el uso de marcadores basados en genes codificantes mitocondriales puede revelar
procesos de respuesta selectiva por parte de la poblacion (Consuegra, et al., 2015; Meiklejohn et al.,
2007) y su polimorfismo puede mantenerse por accion natural seleccion, presentando una relacion
entre reproduccion y aptitud caracteristicas (Dowling et al., 2008). Molinet et al. (2015), establecieron
que los individuos de M. chilensis ubicados en la zona intermareal del fiordo Reloncavi presentaron
un mayor indice de condicion reproductiva que aquellos de la zona submareal, esto coincide con la
mayor diversidad genética observada en este estudio para los individuos de la zona intermareal.

Como especie de gran importancia en el sur de Chile debido a su amplio uso en acuicultura, M.
chilensis es un modelo fundamental para investigar el papel de la translocacion, una practica industrial
comun, sobre la variacion genética y la expresion génica asociada a la adaptacion local. Este ingeniero
de ecosistemas (Hargrave et al., 2008; Vinagre et al., 2015) que habita sustratos rocosos en zonas
intermareales y submareales a lo largo de las costas del Océano Pacifico Sur desde Bio-Bio (38°S)
hasta Magallanes (53°S) (Molinet et al., 2017), ha sido ampliamente estudiado para abordar
cuestiones ecoldgicas, ecofisiologicas y genomicas adaptativas (Yévenes et al., 2024). Como especie
gonocoristica, experimenta un ciclo gametogenico anual y alcanza la madurez sexual durante la
primavera-verano. Luego de la fertilizacion, sus larvas planctonicas se desplazan en la columna de
agua durante 20 a 45 dias antes de asentarse (Toro et al., 2004), pudiendo llegar a cubrir distancias
de hasta 30 km desde su origen, dependiendo de las condiciones oceanograficas (Barria et al., 2012).
Dicha capacidad de dispersion facilita el flujo genético entre localidades (Araneda et al., 2016; Astorga
et al., 2018; Larrain et al., 2018). Debido a esto, se reporta baja divergencia genética y estructuracion
poblacional con marcadores geneticos neutrales entre individuos de varias localidades, evaluados a
través de marcadores genéticos neutrales, exhiben un nivel significativo, pero relativamente bajo de
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estructuracion genética (pvalue < 0,05), contingente al marcador especifico bajo consideracion. Por
ejemplo, el andlisis que utilizo aloenzimas estimo un valor Fst de 0,03 (Toro et al., 2006), mientras que
los microsatélites arrojaron un Fst de 0,042 (Larrain et al., 2014), y las secuencias del gen mitocondrial
citocromo oxidasa | mostraron un Gst de 0,02 (Astorga et al., 2018). Otro estudio basado en
microsatelites propuso una unidad reproductiva singular en el sur de Chile, sin stocks regionales
distintos a excepcion de Punta Arenas en Magallanes (Diaz-Puente et al., 2020). A nivel gendmico, la
diferenciacion entre ubicaciones fue baja cuando se evalud con 891 SNP neutrales (Fst = 0,005), pero
se observo una mayor diferenciacion con un panel de 58 supuestos SNP atipicos (Fst = 0,114), lo que
sugiere el potencial de adaptacion local (Araneda et al., 2016). Recientemente, Haye & Segovia (2023)
evaluaron la estructura genética temporal y espacial en seis bancos naturales de M. chilensis durante
4 afios consecutivos. Los analisis incluyeron datos de >180 individuos por afio, con un total de 751
(COI mitocondrial) y 747 (H1 nuclear) individuos, respectivamente. En general, ambos marcadores
mostraron una alta diversidad de haplotipos y una baja diferenciacion genética espacial y temporal.
Probablemente, la alta capacidad de dispersion de M. chilensis mantiene la homogeneidad de la
poblacion y previene la erosion de la diversidad. Las ligeras diferencias en la varianza genética de COI
se explicaron mejor por las diferencias entre sitios (espacio) y, a la inversa, la varianza genética de H1
se explicd mejor por las comparaciones interanuales (temporales), lo que podria explicar la variabilidad
temporal en la disponibilidad de semillas. En sintesis, los estudios anteriores utilizando marcadores
neutrales, son consistentes en evidenciar una baja estructuracion genética poblacional tanto a nivel
temporal como espacial. Dichos resultados son congruentes con la hipétesis de alto rendimiento
reproductivo y capacidad de dispersion larval, como un forzante de las relaciones biogeogréaficas de
la especie. No obstante, los andlisis realizados en el presente estudio utilizando una aproximacion
basada en secuenciacion de genoma completo, evidencia una sefial genomica de ejemplares
muestreados tanto en Reloncavi, Castro y Hualaihué. De manera especifica, los analisis estadisticos
implementados para estimar estructura poblacional en M. chilensis no permiten diferenciar claramente
agrupaciones segun la distribucion geografica de los sitios colectados e identificados como bancos
naturales. Es probable que la alta homogeneidad genética a nivel poblacional derivado de la
traslocacion de semillas entre Reloncavi, Castro y Hualaihué genera una dificultad en los modelos
implementados como Admixture. Esto especialmente, cuando los andlisis son realizados sobre el
genoma completo de M. chilensis, incluyendo regiones tanto intrénicas como exonicas. Por otra parte,
la estrategia generada para identificar y analizar la estructura genética de M. chilensis utilizando solo
las variantes polimorficas en regiones exonicas, permitio evidencia un patron de agrupacion
poblacional entre Castro-Chafiihué-Yutuy con Reloncavi-Llaguepe. Los datos sugieren que Hualaihue-
Puntilla Quillén-Llancahué estaria mas relacionado con el sector de Reloncavi- Rollizo. Asimismo, los
datos sugieren que existiria un flujo genético entre Hualaihué y Castro. Un aspecto interesante del
estudio fue determinar el rol funcional de los SNPs identificados diferencialmente entre las
poblaciones, sugiriendo la existencia de SNPs fijados a nivel local, lo que permitiria hipotetizar
asociaciones genomicas de adaptacion local. Finalmente, utilizando esta aproximacion es posible
proponer la utilizacion de una herramienta de secuenciacion masiva para diferenciar poblaciones de
M. chilensis basada en secuenciacion de exosomas.
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CONCLUSIONES

Los mitilidos predominantes en el fiordo Reloncavi y Hualaihué fueron M. chilensis y A. atra, con
caracteristicas de distribucion espacial diferente. En el fiordo Reloncavi se observd M. chilensis
hasta el submareal somero, en Hualaihué esta especie estuvo restringida al intermareal, y en
Estero Castro, M. chilensis se restringio al intermareal, compartiendo el espacio con P. purpuratus,
mientras que en el submareal fue abundante C. chorus.

Las distribuciones de tamafios de los bancos muestran que en el nivel superior de fiordo Reloncavi
y Hualaihué se habria registrado reclutamiento significativo en los bancos, mientras que en Castro
no se observaron individuos pequefios.

En el fiordo Reloncavi, como en Hualaihué, se registro abundante cobertura de M. senile, una
anémona invasora, por lo que se sugiere considerar en los monitoreos de bancos naturales
(incluidas las AMERB) esta especie que es considerada una amenaza para la biodiversidad
bentonica.

A partir del analisis HRM para el gene la proteina de adhesion (FP) y de secuenciacion de ADN del
gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COI) fue posible identificar de forma adecuada la especie
del género Mytilus presente en los bancos naturales de diferentes estaciones en tres zonas
estudiadas, Fiordo Reloncavi, Hualaihué y Estero Castro. No se encontro la presencia de otras
especies del género Mytilus y tampoco la presencia de hibridos entre especies.

Se puede indicar que el uso del marcador universal, ya utilizado en el DNA barcoding de las
especies marinas, el gen mitocondrial Citocromo oxidasa | es el marcador adecuado para
corroborar la identificacion de la especie de Mytilus chilensis.

Por otro lado, al comparar los individuos de las diferentes zonas mareales estudiadas en el Fiordo
de Reloncavi, se observo diferencias entre ellas, la que es explicada por la diferenciacion de la
zona intermareal, con relacion a las otras dos zonas analizadas. Este patron se mantiene igual
cuando ademas se agrega los datos de las muestras (solo intermareales) de Estero Castro y
Hualaihué. Esta mayor diferenciacion debe ser explicada principalmente por la mayor diversidad
geneética observada en las muestras submareales. Estudios preliminares que comparan zonas
mareales (Astorga et al., 2018) han establecido diferenciacion genética entre zonas mareales, lo
cual era explicado por un posible proceso de seleccion diferencial entre intermareal y submareal,
ya que la zona intermareal esta mas expuesta a agentes selectivos que generan presion en los
individuos, generando mortalidad diferencial y procesos de seleccion diferencial.

El presente estudio es el primero en evaluar la variabilidad gendmica de poblaciones de M. chilensis
utilizando una aproximacion de resecuenciacion de genoma completo.

Los analisis estadisticos implementados para estimar estructura poblacional en M. chilensis no
permiten diferenciar claramente agrupaciones segun la distribucion geografica de los sitios
colectados e identificados como bancos naturales. Es probable que la alta homogeneidad genética
a nivel poblacional derivado de la traslocacion de semillas entre Reloncavi, Castro y Hualaihué
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genera una dificultad en los modelos implementados como Admixture. Esto especialmente, cuando
los analisis son realizados sobre el genoma completo de M. chilensis, incluyendo regiones tanto
intrénicas como exonicas.

La estrategia generada para identificar y analizar la estructura genética de M. chilensis utilizando
solo las variantes polimorficas en regiones exonicas, permitio evidenciar un patron de agrupacion
poblacional entre Castro-Chafiihué-Yutuy con Reloncavi-Llaguepe. Por otra parte, los datos
sugieren que Hualaihué-Puntilla Quillon-Llancahué estaria mas relacionado con el sector de
Reloncavi- Rollizo. Asimismo, los datos sugieren que existiria un flujo genético entre Hualaihué y
Castro.

Los datos de estimacion funcional utilizando el genoma de M. chilensis evidencian que los SNPs
identificados diferencialmente entre las poblaciones, anotan para procesos biologicos y funciones
moleculares distintas. Este hecho permite sugerir la existencia de SNPs fijados a nivel local, lo que
permitiria hipotetizar asociaciones genomicas de adaptacion local.

La presente propuesta entrega un nuevo panel de SNPs mediante HRM para su evaluacion en la
identificacion de semillas de M. chilensis con fines de trazabilidad genética.
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10. ANEXOS
10.1. Anexo 1. Personal participante por actividad.
PROFESIONAL PROFESION | INSTITUCION ACTIVIDAD
Coordinacion General
Obj 1: Caracterizacion del borde costero del Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro
g . - Obj 1: Seleccion de sitios de muestreo de bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y las
Bidlogo Marino, |  Universidad

Dr. Carlos Molinet

comunas de Hualaihué y Castro

Dr. Ecologia | Austral de Chile Obj 2: Taller Metodolégico
Obj 2: Recoleccion y procesamiento de video transectos
Elaboracion de Informes
Obj 3: Andlisis genético poblacional
Dra. Marcela Astorda Dr. Cs. Universidad | Obj 3: Determinar la variahilidad genética de los distintos bancos naturales
' g Biologicas | Austral de Chile | Obj 4: Disefio metodologia o herramienta de identificacion de origen de la semilla
Elaboracion de Informes
Obj 3: Andlisis genético poblacional
- . Ce’.““’ l.NCAR ~ | Obj 3: Determinar la variabilidad genética de los distintos bancos naturales
Dr. Cristian Gallardo | Dr. Ciencias | Universidad de P - - ——— - -
C y Obj 4. Disefio metodologia o herramienta de identificacién de origen de la semilla
oncepcion =~
Elaboracién de Informes
Obj 1: Revision bibliografica sobre factores que afectan a bancos naturales de M. chilensis
. - Obj 2: Taller Metodoldgico
, . Ingeniero en Universidad - y . .
Katherine Espinoza . .| Obj 2: Recoleccion y procesamiento de video transectos
Acuicultura | Austral de Chile

Obj 2 Procesamiento de muestras bioldgicas

Elaboracién de Informes

Manuel Diaz

Ingeniero Naval

Universidad
Austral de Chile

Obj 1: Caracterizacion del borde costero del Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro

Obj 1: Andlisis de informacion ambiental y despliegue de serie de datos ambientales

Obj 2: Recoleccion y procesamiento de video transectos

Obj 2: Recoleccion de Muestras bioldgicas

Elaboracién de Informes

Jorge Henriquez

Bidlogo Marino

Universidad
Austral de Chile

Obj 1: Informacion detallada y sistematizada sobre estado y ubicacion de bancos naturales de mitilidos

Obj 1: Andlisis de informacion ambiental y despliegue de serie de datos ambientales
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Obj 2: Estimacion de abundancia, densidad, cobertura y ubicacion de cada una de las especies de mitilidos
y fauna acompafiante en los diferentes estratos de profundidad

Obj 2: Determinar la estructura de talla, peso, sexo, estado de salud y maduracion de las diferentes especies
de mitilidos

Elaboracién de Informes

Thamara Matamala

Bidloga Marina

Universidad
Austral de Chile

Obj 2: Recoleccion y procesamiento de video transectos

Obj 2: Procesamiento de muestras hiologicas

Elaboracién de Informes

Jaime Varaas Ingeniero en Universidad | Obj 2: Procesamiento de Muestras y Andlisis Genético
g Acuicultura | Austral de Chile | Elaboracién de Informes
. Obj 1: Revision hibliografica sobre factores que afectan a bancos naturales de M. chilensis
- _ Instituto de Obj 1: Analisis y sistematizacion de informacion que afecta y regulan el proceso de desove y asentamiento
Cristian Segura Dr. Ciencias Fomento ' o
Pesquero larval de mitilidos
a Elaboracion de Informes
. Obj 1: Revision hibliografica sobre factores que afectan a bancos naturales de M. chilensis
Instituto de e ——— - = -
. _ Obj 1. Analisis y sistematizacién de informacion que afecta y regulan el proceso de desove y asentamiento
David Opazo Mg. Ciencias Fomento o
Pesquero larval de mitilidos

Elaboracién de Informes
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10.2. Anexo 1.1. Procedencias de pesca mitilidos del Programa el Seguimiento

Bentdnico de IFOP

Procedencias de pesca reportadas por Programa el Seguimiento Bentdnico de IFOP, donde se registro
viajes de pesca para los recursos chorito (Mytilus chilensis), cholga (Aulacomya atra) y choro zapato
(Choromytilus chorus) en la Region de Los Lagos. El valor en cada recurso representa el numero de
afios monitoreados y entre paréntesis el nimero de viajes de pesca muestreados entre 1997 y 2022.

o . . . . Choro
N Region Latitud Longitud Nombre Chorito Cholga zapato
1| Los Lagos -40,7 -73,83333333 | Huellelhue 101
2| LosLlagos -40,760248 -73,849004 | Punta Condor 101
3| LosLagos -41,186289 -73,891207 | San Juanito 1
4| Los Lagos -41,48333333 -72,95 | Puerto Montt 11
5| LosLlagos -41,56666667 -73,66666667 | Rio Quenuir 1
6| Los Lagos -41,56722167 -72,96583333 | Isla Maillen 1[1]
7| Los Lagos -41,61066333 -73,61123333 | Dunas 1[1]
8| Los Lagos -41,613296 -73,062978 | lique 1[1]
9| Los Lagos -41,615429 -73,518553 | Chullaguen 1[2]
10| LosLagos -41,64722222 -72,38888889 | Sotomd 2[3] 1[2] 1[1]
11| Los Lagos -41,647308 -73,049354 | Huelmo 10[32] 709]
12| Los Lagos -41,6775 -73 | Isla Guar 1[1] 21[483] 9[21]
13| Los Lagos -41,70472167 -73,03527778 | Punta Guatral 101
14| Los Lagos -41,705555 -73,1 | Rulo 202 [8] 10[384]
15| Los Lagos -41,71666667 -72,68333333 | Farellones Caicura 1[3]
16| Los Lagos -41,71666667 -72,65 | Estuario De Reloncavi 11
17| Los Lagos -41,722895 -73,252054 | Canal San Antonio 1[4] 101
18| LosLagos -41,726056 -73,05817 | Tautil 1[1] 5[10]
19| LosLagos -41,73333333 -73,08333333 | San Agustin 1[1] 6 [10] 8[38]
20| LosLlagos -41,73333333 -73,06666667 | San Ramon 1[4] 7[41] 9[32]
21| Loslagos -41,74555556 -73,16083333 | Estero Huito 1[1] 1[2] 4111
22| LosLlagos -41,75055556 -73,11666667 | Rosario 202 1[6] 7[123]
23 Los Lagos -41,761945 -72,68222222 | Contao 1[1]
24| Los Lagos -41,76611167 -73,11972222 | Calbuco 3[26] 3[12]
25| LosLlagos -41,76666667 -73,10555556 | Helvecia 414] 1[2]
26| Los Lagos -41,775 -73,375 | Colaco 2[2] 2[2]
27| Los Lagos -41,777245 -73,096465 | Punta Machil 1[3] 2[2] 8[76]
28| Los Lagos -41,78333333 -73,16666667 | Isla Caicaboy 1[2]
29| Los Lagos -41,78333333 -72,68333333 | Mafiihueico 11
30| LosLagos -41,788302 -73,367568 | Challahue 1[1]
31 Los Lagos -41,78972167 -73,10222222 | Punta Chechil 1[1]
32| Loslagos -41,790555 -73,02166667 | Isla Pulugui 414 13[34] 8[227]
33| Loslagos -41,79722167 -73,19055556 | Caicaen 2[3] 11[90] 10 [533]
34| LosLagos -41,79861167 -73,89361111 | Punta Yuste 1[1] 1[1]
35| LosLlagos -41,799091 -73,106754 | Chope 1[2] 3[9] 7[25]
36| LosLagos -41,806829 -73,057198 | Estero Chauquiar 2[11] 419] 8 [68]
37| LosLlagos -41,815277 -73,123865 | Isla Chidhuapi 33 20[214] 8[118]
38| LosLagos -41,81805556 -73,3 | Lagartija 1[1] 1[1]
39| LosLlagos -41,819445 -73,62527778 | Canal Caulin 1[2]
40| LosLagos -41,83065833 -73,841975 | Ahui 1[1] 2[4]
41| LosLagos -41,83111167 -73,20611111 | Faro Corvio 10[15]
42| LosLagos -41,835555 -73,15666667 | Quenu 14 [137] 6 [93]
43| LosLagos -41,844435 -72,987168 | Punta Perhue 20[627] 717
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44| LosLagos -41,84727333 -73,80757222 | Isla Cochino 1[1]
45| Los Lagos -41,84806833 -73,86840556 | Punta Chaicura 1[2]
46| Los Lagos -41,85166667 -73,94388889 | Golfo Quetalmahue 3[4
47| LosLagos -41,86027 -73,7686 | Mutrico 1[1] 1[1]
48| Los Lagos -41,863055 -73,86166667 | Bahia Ancud 2[4
49| LosLagos -41,86561167 -73,83454722 | Ancud 1[6]
50| LosLagos -41,86666667 -73,79972222 | Rio Pudeto 14 [227] 33
51| Los Lagos -41,86968056 -73,93889444 | Huentetique 11
52| Los Lagos -41,871634 -73,524711 | Manao 1[5]
53| Los Lagos -41,87222167 -72,81777778 | Isla Aulen 1[6]
54| Los Lagos -41,872441 -72,937555 | Queullin 21[279] 51[6]
55| Los Lagos -41,883055 -73,48305556 | Punta Almanao 11
56 | LosLagos -41,89833333 -73,05888889 | Isla Lin 9[31] 1[1]
57| LosLagos -41,906626 -73,163044 | Isla Tabon 21[329] 6 [15]
58| Los Lagos -41,915795 -73,75865 | Pupelde 1[2]
59| LosLagos -41,95833333 -73,55 | Bahia Linao 1[1]
60| Los Lagos -41,972047 -72,492941 | Hornopiren 11 1[2]
61| LosLlagos -41,980399 -72,809356 | Rolecha 1[8] 9 [55]
62| Los Lagos -41,982476 -72,779653 | Lliguiman 1[2] 3[10]
63| Los Lagos -42,020031 -72,709745 | Guailaihue 5[7]
64| Los Lagos -42,02611167 -72,60027778 | Pichicolo 1[2] 6[13] 1[1]
65| LosLagos -42,05 -72,61666667 | Los Toros 5[14] 17[462] 2[2]
66 | LosLagos -42,06666667 -72,6 | Llancahue 2[14] 48] 1[1]
67| LosLagos -42,07361167 -72,64916667 | Isla Linguar 1[1] 2[3]
68| Los Lagos -42,1 -73,38333333 | Morro Lobo 2[21] 101
69| LosLagos -42,108458 -73,432334 | Puerto Huite 1[1]
70| Los Lagos -42,11666667 -72,61666667 | Isla Llanquihue 51[6] 2[2]
71| LosLlagos -42,13333333 -72,46666667 | Puerto Bonito 6 [21] 14 [909]
72| Los Lagos -42,13762 -73,460789 | Sector Queler 2 [45] 1[2]
73| Los Lagos -42,15027833 -73,47666667 | Puerto Quemchi 17 6[32]
74| Los Lagos -42,16218333 -73,45934444 | Guardiamé 1[1]
75| Los Lagos -42,17222222 -72,555 | Comau 3[33] 4126] 101
76| Los Lagos -42,180556 -73,376782 | Isla Caucahue 2 [66] 3[4
77| LosLlagos -42,243932 -73,363201 | Chaurahue 2[24]
78| Los Lagos -42,245092 -73,187165 | Aulin 1[3] 8[37]
79| Los Lagos -42,261814 -73,080997 | Isla Butachauques 20 [457] 12 [70]
80| LosLagos -42,272042 -73,265362 | Isla Cheniao 1[2]
81| Los Lagos -42,277342 -72,812096 | Hueque 8 [63] 1[1]
82| Los Lagos -42,28003 -73,320962 | Canal Quicavi 1[5]
83| Los Lagos -42,289445 -73,1275 | Islas Chaugues 2[4 10[37]
84| LosLagos -42,301772 -72,83615 | Chulao 1[1]
85| LosLagos -42,311945 -73,30444444 | Isla Mechuque 2[2] 1
86| LosLagos -42,31583333 -72,7925 | Ayacara 3[6] 11[83] 101
87| LosLagos -42,327973 -73,274215 | Isla Afihue 1[2] 2[20]
88| LosLagos -42,33333333 -73,21666667 | Estero Afiihue 1[1] 4118]
89| LosLagos -42,33527833 -73,38444444 | Punta Tenaun 3[3]
90| Los Lagos -42,339612 -73,53828 | Quetalco 2[27]
91| LosLlagos -42,344079 -73,492406 | Calen 2[3] 1[1]
92| Los Lagos -42,344079 -73,492406 | Puerto San Juan 11 1[5]
93| Los Lagos -42,365635 -73,591721 | Punta Quiguel 1[11] 8[59] 2[7]
94| LosLagos -42,36666667 -73,43333333 | Isla Lin-Lin 1[1]
95| LosLlagos -42,36888833 -72,77472222 | Costa Pollollo 1[2] 7[10]
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96 | Los Lagos -42,38333333 -73,14555556 | Isla Tac 2[3]

97| Los Lagos -42,384472 -73,575468 | Huyar 1[2] 1[10]

98| Los Lagos -42,38472167 -73,65222222 | Canal Dalcahue 5[59] 20[1584] 12[199]

99| Los Lagos -42,400109 -73,312469 | Isla Meulin 4[5] 3[3]
100| LosLagos -42,41666667 -73,65833333 | Punta Palqui 2[2] 1[1]
101 Los Lagos -42,421763 -72,706277 | Buill 1[1]
102| Los Lagos -42,432492 -73,609465 | Curaco De Velez 2[18] 16 [494] 15 [613]
103 Los Lagos -42,440479 -73,486814 | Canal Quinchao 1[1]
104 | Los Lagos -42,456077 -73,252082 | Isla Teuquelin 1[2]
105| LosLagos -42,462989 -73,477803 | Achao 8[24] 10[31]
106 | LosLagos -42,46666667 -73,66666667 | Lincai 2[5]
107| LosLagos -42,46972167 -73,38583333 | Isla Quenac 4111 1[1]
108 | Los Lagos -42,47083333 -73,73916667 | Estero Castro 2[19] 1[3] 4114]
109 Los Lagos -42,49384722 -73,52104444 | Conchas Blancas 1[3] 4[6]
110| LosLagos -42,50083333 -72,80722222 | Punta Chumilden 202 10 [54] 1[1]
111| LosLagos -42,54166667 -73,63333333 | Rilan 3[9] 7[28]
112| Los Lagos -42,547725 -73,493839 | Isla Chelin 4[76] 8[15]
113| Los Lagos -42,556812 -72,552336 | Estero Refiihue 2[10]
114| LosLagos -42,559832 -73,224156 | Apiao 33 1[2]
115| LosLagos -42,561225 -73,43848056 | Mateo 1[2]
116 Los Lagos -42,580038 -73,388553 | Punta Cheguian 4119] 417
117] Los Lagos -42,59354167 -73,78206111 | Vilupuli 3[23] 2[11]
118| LosLagos -42,594574 -73,678487 | Pugueldon 3[12]
119| LosLagos -42,60222167 -73,06305556 | Isla Chulin 16 [92] 9[22]
120| LosLagos -42,60431 -73,261505 | Isla Alao 33
121] Los Lagos -42,618138 -73,746661 | Isla Lemuy 2 [10] 1[4 1[4
122 | Los Lagos -42,61861167 -73,765 | Chonchi 8[93] 3[15] 3[8]
123| LosLagos -42,62836389 -72,93361111 | Piedra Del Canto 1[1]
124| Los Lagos -42,643132 -73,534781 | Isla Quehui 9[26] 9[40]
125 Los Lagos -42,65222222 -73,685 | Teupa 1[4]
126 | LosLagos -42,65438889 -73,71611111 | Canal Yal [2]
127| LosLagos -42,65805556 -73,44222222 | Cofiab 111
128 | LosLagos -42,66722167 -73,06333333 | Isla Chuit 1[1]
129| LosLagos -42,69638833 -72,82055556 | Bahia Pumalin 13[33]
130 Los Lagos -42,70083333 -73,04 | Isla Talcan 1[2] 6[11] 3[5]
131| LosLagos -42,705581 -73,562447 | Punta Detif 2[2]
132| LosLagos -42,70833333 -73,56666667 | Punta Bruja [1] 1[4]
133| Los Lagos -42,712408 -73,076517 | Isla Nayahue 1[2]
134| LosLagos -42,75582 -73,53899 | Ahoni 1[1]
135] Los Lagos -42,813278 -73,467274 | Aitui 1[1] 2[2]
136 | Los Lagos -42,856658 -73,690129 | Caleta Pureo 5[7]
137| Los Lagos -42,86166667 -73,71611111 | Estero Compu 7190] 3[4 6 [22]
138 | Los Lagos -42,881413 -73,50665 | Ensenada Detico 4113] 8[27]
139| LosLagos -42,885 -73,49166667 | Punta Mechai 1[2]
140| LosLagos -42,886792 -73,466373 | Chomio 1[1]
141| Los Lagos -42,886953 -73,551563 | Quechu 2[8]
142| LosLagos -42,89138833 -73,48166667 | Queilen 3[10] 1[8] 33
143| LosLagos -42,897597 -72,743789 | Ensenada Chaiten 1[1]
144 | Los Lagos -42,9 -73,65 | Islote Conejo 1[1]
145| Los Lagos -42,9 -73,56666667 | Estero Paildad 2[2] 12 [108]
146 | LosLagos -42,90333333 -73,47888889 | Punta Queilen 1[1] 1[1]
147| Los Lagos -42,91666667 -73,61666667 | Punta Yatehua 1[2]

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 254

disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”




Universidad Eé

Austral de chile | \itute de scvicutus
Conocimiento y Naturaleza

Ne Reqis . . . Choro

egion Latitud Longitud Nombre Chorito Cholga zapato
148 | LosLagos -42,91666667 -73,53333333 | San Jose 1[1]
149| LosLagos -42,921094 -73,437446 | Acui 2[2] 5[10]
150 | LosLagos -42,927711 -73,494206 | Quilun 1[1] 8122
151 | Los Lagos -42,93333333 -73,56666667 | Chauco 4110]
152 Los Lagos -42,939389 -73,57408 | San José De Tranqui 1[2] 6 [14]
153| Los Lagos -42,948719 -73,575782 | Ensenada Leutepu 1[3]
154 | Los Lagos -42,960784 -73,592113 | San Juan De Chadmo 1[2] 48]
155 Los Lagos -42,987771 -73,54591 | Auchac 5[185] 2[7]
156 | LosLagos -43,00041667 -73,53682778 | Curahue 1[1]
157| LosLagos -43,02388833 -72,81111111 | Auchemo 1[4] 3[11] 111
158 | Los Lagos -43,03333333 -73,33333333 | Punta Centinela 101
159 Los Lagos -43,037432 -73,586415 | Curanue 8[319]
160 | LosLagos -43,051163 -73,513156 | Huildad 28]
161| LosLagos -43,05699766 -73,56830563 | Candelaria 5[62] 3[9]
162 | LosLagos -43,065465 -73,434829 | Isla Chaullin 111 111
163| LosLagos -43,07270706 -73,51686596 | Punta Tutil 1[3] 21[5]
164| LosLagos -43,123569 -73,598122 | Bahia Quellon 4144] 111 1[2]
165 Los Lagos -43,13116098 -73,74980701 | Puerto Carmen 2[6]
166 | LosLagos -43,132384 -73,715947 | Estero Yaldad 8[277] 1[1]
167 | Los Lagos -43,133832 -73,520015 | Oqueldan 2[2]
168 Los Lagos -43,13492363 -73,47851477 | Barra Chaiguao 1[5] 2[3]
169 Los Lagos -43,13583 -73,61569 | Punta Lapa 1[1]
170| LosLagos -43,14111167 -73,66166667 | Quellon Viejo 71283 1[1]
171| LosLagos -43,15333333 -73,69333333 | Trincao 3[29]
172| LosLagos -43,16361167 -73,54083333 | Isla Cailin 8[38] 3[3]
173| Los Lagos -43,201945 -73,59388889 | Canal Yelcho 2[2] 2[3]
174| Los Lagos -43,21484 -73,660545 | Punta Paula 1[1] 1[1] 1[1]
175| Los Lagos -43,21861167 -73,66 | Isla Coldita 1[4]
176 | LosLagos -43,23388833 -73,62833333 | Isla Laitec 1[1] 2[11] 3[4
177| LosLagos -43,261654 -72,971012 | Corcovado 3[M 1[1]
178 | LosLagos -43,325474 -73,674164 | Isla San Pedro 414] 111
179| LosLagos -43,34353 -74,251899 | Isla Guapiquilan 202 1[1]
180 Los Lagos -43,35 -74,16666667 | Punta Tiques 1[1]
181 | LosLagos -43,35 -74,08333333 | Ensenada Quilanlar 1[4]
182| LosLagos -43,374445 -73,93083333 | Asasao 1[1] 2[2]
183| LosLagos -43,381945 -74,12722222 | Punta Inio 2[2] 111
184 | LosLagos -43,405555 -73,82277778 | Ayentema 2[7]
185| LosLagos -43,61527833 -73,01527778 | Bahia Tic-Toc 1[1] 4127 21[2]
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10.3. Anexo 1.2. Cartografia SIG.

Ver carpeta anexa.
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10.4. Anexo 1.3. Presentacion para la seleccion de sitios de muestreo
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Caracterizacion y evaluacion ecolégica y genética de los
bancos naturales de mitilidos y su aporte a la disponibilidad
de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1:
fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro

FIPA 2023-01

FIPA

enés eu imveitigacitn
Pesas sy oo Acuscore

SUBPESCA

Objetivo General

General: Realizar una evaluacion ecolégica y genética de los principales bancos naturales de mitilidos en el
Estuario de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro, y determinar su aporte a la disponibilidad larval para
la actividad de colecta de semillas.

Especificos:

1. Identificar los principales bancos naturales de mitiidos en el Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y
Castro.

2. Realizar una evaluacion de estado genera de los bancos naturales, considerando abundancia, cobertura,
densidad, biomasa, distribucidn vertical, sexos, estructura de tallas y comunidad asociada, con énfasis en
las diferentes especies que pudieran afectar los bancos de mitilidos.

3. Caracterizar genéticamente los bancos naturales, considerando el gradiente vertical, mediante marcadores
SNP, para apoyar la trazabilidad de las diferentes especies del género Myfilus presentes en el area de
estudio e identificar posibles bancos con poblaciones o individuos de especies exdticas.

4. Generaruna heramienta de secuenciacion masiva que permita establecer y relacionar el origen geogréafico
de los nuevos reclutas en los bancos naluras y de las semillas captadas en los colectores, respecto de los
bancos naturales previamente identificados.
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* Requerimiento metodolégico 5.1.9: “En base a la informacién recolectada en los puntos anteriores
(revision, informacién previa, recoriido) , el consultor debera proponer a la contraparte técnica una
seleccion de sitios de muestreo, en base a criterios fundados y presentar una propuesta ajustada con fodas

las actividades que se Hlevaran a cabo para el cumplimiento de los objetivos 4.2 (caraclerizacion de
bancos) y 4.3 de las bases de la licitacion”

* Requerimiento metodoldgico 5.2.6 y 5.2.7: “Proponer y consensuar con la contraparte técnica, al
menos, 3 bancos naturales en cada sector, que pudieran ser fuentes de semillas para el Fiordo Reloncavi
y las comunas de Hualaihué y Castro, y la metodologia para su sequimiento en el tiempo”, y requerimiento
metodolégico 5.2.7. Realizar los muestreos en el tiempo de los bancos nalurales consensuados con la
parte técnica; se realizaran las siguientes actividades:

»  Serealizard un pimer muesireoen el verano-otofio de 2023 pasa evaluar of asentamientode nuevos reclutas

» El segundo muestreo se realizara en la siguiente temporada, previo al desove (agostoseptiombre 2023), para evalar
sobrevivencay desarmliode los menconacosreciutas

* EldGRimomuestreose resfizarden marzode 2024y en él se muestreardlos mismos elementosque en el muestreo1y 2

* El preinforme final se presenta 7 de junio de 2024

Qué sabemos de los Bancos
de mitilidos
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Efecto de la haloclina en M. chilensis?

Distribucion batimétrica de especies benténicas en
fondos rocosos. Tomado de Viviani (1979)
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Qué sabemos de los bancos
naturales en el drea de estudio?

Area de estudio

Las actividades de muestreo en terreno
deberan efectuarse a lo largo de todo el
Estuario Reloncavi, comuna de
Hualaihue (Canales Hornopiren,
Cholgo, llancahué, LLanchid, estero
Pichicolo y ensenada Hualaihue) y en la
comuna de Castro (Estero Castro y
canal Lemuy), considerando puntos de
muestreo en ambos costados de fiordos y
canales.
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Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

Tabla 1. Resumen de muestreos realizados en bancos de mitilidos en ¢l Fiordo
Reloncavi y comuna de Hualaihué, * Transectos para definir la posicién de
cuadrantes en intermareal y submareal (tres cuadrantes), ** Video transectos desde
0 a 15 m aproximadamente.

Fiordo Reloncavi

Chaiquen, Fiordo Reloncavi 2 10*
Fiordo Reloncavi 12 (5) 60**
Fiordo Reloncavi 12(5) 60**
Fiordo Reloncavi 47 (6) 282**
Fiordo Reloncavi 12(3) 36**
Fiordo Reloncavi 12(5) 60**
Pichicolo 2 10
Comuna Hualathue 4(3) 12

Estuario tipo Fiordo, Reloncavi

Tipos de bancos

Estuario tipo Planicie, Yaldad

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la

261

disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de

Hualaihué y Castro”



Universidad _ _
Austral de Chile | gttt decuiutura

Conocimiento y Naturaleza

Otros “bancos”

Fiordo Reloncavi

~725
Longitud W

-724 -722

Molinet et al 2016 (FIPA 2014-58)
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Prospeccién de bancos naturales en Estero Castro
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10.5. Anexo 1.4. Acta de taller para la seleccion de sitos de muestreos

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Acta de Reunion de seleccion de sitios de muestreo Proyecto FIPA 2023-01
“Caracterizacion y evaluacion ecolégica y genética de los bancos naturales de mitilidos y
su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1:
Fiordo de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”

Fecha: 9 de agosto de 2023
Horario: 10:00 — 11:30 hrs
Modalidad: Virtual

Participantes

Subsecretaria de Pesca y Acuicultura

Profesional de la Unidad de Gestiéon

Paulina Vera Torres Sanitaria y Plagas (UGSP), Division de
Acuicultura
Cristian Escalona Salazar Profesional Unidad de Recursos Bentdnicos

Equipo de Trabajo FIPA 2023-01

Carlos Molinet Flores, Director de Universidad Austral de Chile

proyecto

Manuel Diaz Gémez Universidad Austral de Chile
Jorge Henriquez Moreira Universidad Austral de Chile
Katherine Espinoza Cea Universidad Austral de Chile
Joseline Biichner Miranda Universidad Austral de Chile
Cristian Segura Rivera Instituto de Fomento Pesquero

La presente corresponde al acta de la reunidén de seleccién de sitios de muestreo del
Proyecto FIPA 2023-01 y dar cumplimiento al requerimiento metodolégico 5.1.9
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Instituto de Acuicultura

La reunion estuvo dirigida por el Director del Proyecto don Carlos Molinet, quien realizé una
breve presentacion sobre antecedentes generales de Mytilus chilensis y sobre bancos de
mitilidos en el Fiordo Reloncaviy en la comuna de Hualaihué desde el afio 2003 (ver anexo
1, Presentacién). Con estos antecedente se propuso los sitios de muestreo tanto en el fiordo
Reloncavi como en la comuna de Hualaihué (Figura 1y 2).

En el fiordo Reloncavi se propuso 16 estaciones (de acuerdo con la oferta técnica) ubicadas
a lo largo de éste. Doce de los sectores de muestreo propuesto han sido muestreados en
2003, 2013, 2015, 2020 y 2022, por distintos proyectos.

Por otro lado, en la comuna de Hualaihué se propusieron 16 estaciones de muestreo (segun
propuesta técnica), distribuidas en base a una campafia de muestreo realizada en 2020 en
la zona e informacién del proyecto FIPA 2005-18. Ademas, desde la URB, don Cristian
Escalona sugirid caracterizar el borde costero del sector de Pichicolo. En el caso de las
estaciones en la comuna de Hualaihué, es posible que se registren mas estaciones
considerando que se buscara establecer los limites de los bancos a lo largo y ancho del drea
de estudio propuesta en las bases técnicas.

Para Estero castro y Canal Lemuy don Cristian Segura de IFOP, realizé una presentacion de
la prospeccion realizada en el sector de Estero Castro y Canal Lemuy, por el equipo IFOP,
para identificar posibles sitos de muestreo (Anexo 2, enlace a Google Earth)

Acuerdos sobre seleccion de sitios de muestreo.

- Se acuerda la seleccién de las 16 estaciones propuestas en la comuna de Hualaihué
y el fiordo Reloncavi.

- Se debe pedir autorizacién a las organizaciones titulares de las dreas de manejo (en
caso de que hubiera) antes de realizar los muestreos.

- Para el sector de Hualaihué se recomendo incluir el sector del Manzano, area de
manejo Isla manzano y San Pedro del Manzano.

- Se recalcé la importancia de muestrear los lugares en donde se realiza engorda de
mitilidos.

- EnEstero Castro, considerar para muestreo los sectores de Rauco, Nercén, Chanihue
y Yutuy, ademas de las exploraciones de otros sitios.
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Figura 1. Propuesta de sitios en Fiordo Reloncavi. NUmeros indican estaciones muestredas
previamente, cruz de San Andrés roja muestra estaciones nuevas.
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Figura 2. Propuesta de sitios en Hualaihué. En cruces negras son estaciones muestredas en
2020. Cruces de San Andrés verdes muestran nuevas estaciones sugeridas para muestreo
2023
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Figura 3. Prospeccién en Sector de Estero Castro y Canal Lemuy. Simbolos verdes indican

presencia de bancos de Mytilus chilensis. Simbolos rojos indican ausencia de bancos de M.
chilensis.
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Finalmente, se comenté el Requerimiento metodoldgico 5.2.6. “Proponer y consensuar con
la contraparte técnica, al menos, 3 bancos naturales en cada sector, que pudieran ser
fuentes de semillas para el Fiordo Reloncavi y las comunas de Hualaihué y Castro, y la
metodologia para su seguimiento en el tiempo”, y requerimiento metodolégico 5.2.7.
Realizar los muestreos en el tiempo de los bancos naturales consensuados con la parte

técnica. Relevante a las fechas de muestreo, por lo que se enviara un documento con la
propuesta.

En este sentido se aclard, de parte de la contraparte técnica, que las fechas indicadas en las
bases técnicas eran solo referenciales, dados los tiempos de licitacion y adjudicacion de la
propuesta. Una vez muestreados los bancos se espera definir las fechas de muestreos.
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10.6. Anexo 2.1. Taller metodoldgico de recoleccion de video transectos

TALLER METODOLOGICO DE RECOLECCION DE INFORMACION A TRAVES DE
VIDEO TRANSECTOS

Proyecto FIPA 2023-01 “Caracterizacién y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos
naturales de mitilidos y su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de

colecta de semillas, etapa 1: Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”

Objetivo general del taller: Presentar la metodologia de registro de bancos de mitilidos a

través de video transectos para su andlisis y discusion
Jueves 10 de agosto
PROGRAMA

14:30 - 15:00 hrs Contexto del taller y Presentacion del disefio metodolégico de la recoleccion

de video transectos.

15:00 - 15.10 hrs Preguntas

15:10 - 15:40 hrs Como se lleva a cabo el procesamiento de los videos transectos y su
validacién.

15:40 - 15:50 hrs Preguntas

15:50 - 16:20 hrs Analisis de la informacién. Indicadores

16:30-17:30 hrs Espacio de discusidon, recomendaciones y sugerencias al disefio

metodoldgico.

Universidad Eg NS Covocnien

1 . IFOP SUSTENTABILIDAD
Austral de Chile N\ -
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Lista de participantes Taller metodolégico de recoleccién de informacidn a través de video
transectos

Participantes Institucion

Paulina Vera Sub-Pesca

Andrés Venegas Sub-Pesca

Cristian Escalona Sub-Pesca

Loreto Gavifio Sub-Pesca

Cristian Segura IFOP

David Opazo IFOP

Jorge Tilleria Fundaciéon Chinquihue

Alfonso Colil Fundaciéon Chinquihue

Marco Leal Fundaciéon Chinquihue

Marco Carvajal Fundacién Chinquihue

Marcelo Rivas Fundaciéon Chinquihue

Camila Miranda Patagonia Rov

Pedro Sanzana Patagonia Rov

Héctor Plaza Fishing Partners

Grupo de trabajo Fishing Partners

Leandro Plaza Fishing Partners

Vicente Fernandez

Catalina Cisternas

Thamara Matamala | Universidad Austral de Chile

Joseline Buchner Universidad Austral de Chile
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\ 2

INSTITUTO DE FOMENTO PESQUERO » CHILE
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TRAVES R VJQE’g SECTQS»
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Objetivo General

Presentar la_metodologia de registro de bancos de mitilidos (chorito y
gholga principalmente) a través de video transectos, para su analisis y
iscusion

- Contexto

- Recoleccionde informacion
- Procesamientode videos

- Indicadoresy estimacién
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Diseno de muestreo

*El muestreo (Sampling): consiste de seleccionar
una parte de una poblacién para observarla, de
forma de poder inferir algo acerca de |Ia
poblacion completa (Thompson 1992).

Teoria Elemental del Muestreo

Inferencia
estadistica: Proceso

mediante el cual se

Modelos

(representa

de una muestra para cién

simplificada
dela

Ll de la poblacion, a reslie sl

traves de

utiliza la informacion

extraer conclusiones

Estimacion
de
pardmetros

* La teoria del muestreo estudia la relacidn entre una poblacion y las muestras obtenidas
de ella. A partir del muestreo se pueden estimar parametros desconocidos de una
poblacién, los que se denominan estadisticos.
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Contexto: Qué sabemos de
los Bancos de mitilidos
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Efecto de la haloclina en M. chilensis?

mina ambientes naturales de relativa baja salinidad y entre el
intermareal y el su‘bn"areal.

S
Larvas

Distribucion batimétrica de especies bentdnicas en
fondos rocosos. Tomado de Viviani (1979)

Aproximacién metapoblacional —
Remocidn a
centros de cultivo
A

’_—-—'

=

w 9-puoieIdes ap sepian)
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¢ Cual es la aproximacion teérica?

- Habitat apropiado,
actualmente ocupado

D Habitat apropiado
Subpoblaciones en una actualmente no ocupado

metapoblaciéon
Esta es tipicamente la escala de los

bancos de pesca, unidades

tradicionales usadas para v
evaluacién de stock (Orensanz et al

2006) \ /

Jerarquia de las escalas espaciales
(Orensanz and Jamierosn 1998)

- Megaescala

- Macroescala

- Mesoescala: procesos de expansion y
contraccidn (extinciones locales)

- Microescala: fragmentacion

- Nano escala: asentamiento HualihueP

Banco=Mesoescala
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Qué sabemos de los bancos
naturales en el area de estudio?

Area de estudio

Las actividades de muestreo en terreno
deberan efectuarse a lo largo de todo el
Estuario Reloncavi', comuna de
Hualaihue (Canales Hornopiren,
Cholgo, llancahue, LLanchid, estero
Pichicolo y ensenada Gualaihue) y en la
comuna de Castro (Estero Castro y
canal Lemuy), considerando puntos de
muestreo en ambos costados de fiordos y
canales.

HualaihuePichicolo
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Estuario, Fiordo Estuario tipo Planicie, Yaldad

Otros “bancos”
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Recoleccidon de muestras, video transectos (trineo)

5 transectos por estacion,
Separados por 50 m app.

Recoleccion de muestras. Videos

* Uso de marco piramidal con dos cdmaras
(vertical (conteo) y transversal
(identificacion))

* Base de marco 25x25 cm

* Se comienza a muestrear en el limite
inferior de cholga ( 12-18 m, dependiendo
de la marea)

* Se graba todo el recorrido

25cm

25cm
¢ Como referencia buzo indica dénde
identifica la choritos, para diferenciar de

cholgas. .
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Recoleccion de muestras. Tallas, morfos y conteo

calibracion

* Uso de marco piramidal con dos cdmaras
(vertical y transversal)

* 4 cuadrantes (desde inicio de choritos) por
transecto, en bolsas separadas (se
identifica profundidad y hora).

* Se graba y luego se remueven todos los
choritos del cuadro

* Se mide ancho y largo de choritos por
morfo (con fotografia)

Camara 1
Camara 2

25cm

25cm

Morfos

Mysha chilrain
Ghie, Low Legos Chiod ilend. Queton
NMR 17162 Ackal size 55 mm

O

Myibe boasila
Uianie wwpeds
WM 35124 Aow 24 mm

sune,
VR 38121 Al sze 48 oen
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Intermareal Rolecha

Mytilus edulis?

6.4 14

6.8 33

10.1 52
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PROCESAMIENTO DE VIDEO TRANSECTOS

Datos generales

- Elandlisis de video transectos se realiza utilizando el programa VLC Media Player.

- Para el registro de la informacién de cada video se entrega en planilla de papel (la cual posee un formato
Unico)

- Para comenzar con la identificacion de especies se debe esperar que el trineo llegue por debajo del
cinturén de mitilidos, una vez que este se detenga y comience a subir se da inicio a los registros hasta llegar

al limite superior del intermareal. Es importante esperar que el trineo quede detenido en cada cuadro de

muestreo para tener la mejor calidad de imagen que permita una correcta identificacién de las especies.

- Cualquier anomalia en la revision el video se debe registrar en las observaciones de cada video transecto.

Planilla de registro de identificacién de video transectos

Nombre Sector Nimero de Hoja 1 Procesado
Nombre Video N*de Transecto Validado
Fech F 1
o o s tua marea Dytado
Duracién Video Meddude Validacion
Pantalla
Total
Punto GPS Transecto| OL,‘
|Registros
Nro |Hora.cuadro| Prof (m) Sustrato Especie Abundancia | Cobertura Observaciones
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Referencias de visualizacion

Una vez identificado el inicio del transecto se debe congelar la imagen en cada cuadro de muestreo (cuando el
trineo se detenga), en el cual se debe registrar:
- Tiempo de grabacion (hh:mm:ss)
- Profundidad (la cual estar dada por el profundimetro incorporado en el trineo)
- Tipo de sustrato:

i) Arena

i) Grava

iii)Boldn

iv)Roca

v) Concha

vi)Conchilla

vii)Coralina

viii)Jcombinaciones (ej. arena-grava, arena-boldn, arena-roca, grava-boldn, grava-roca, bolén-roca)

Referencias de visualizacidon

- Identificar presencia de especies registrando abundancia y cobertura (segin corresponda), siempre y
cuando se identifiquen claramente las especies presentes.
- Las especies a identificar son:
i) Mitilidos (chorito, cholga)
i) Equinodermos
iii)Cirripedios
iv)Crepipatela
v) Metridium senile

vi)Saccharina japdnica
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Muestreo

Cuadrode |

Profundimetro

Cuadro de
—J
muestreo

Profundimetro
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VALIDACION

Una vez entregadas las planillas de video por parte del analista, el encargado de los videos hace una
revision de 10 cuadros de cada video transecto, en donde se evaltia concordancia. En el caso de no
existir un 100% de concordancia el video es devuelto al analista para ser nuevamente revisado

poniendo atencién en las fuentes de error.
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Indicadores

* Densidad, geoestadistica o normal mixta

* Rango de parche o limites verticales (profundidad)

« Area con presencia

* Abundancia estimada

* Distribucién de tamafios (reclutas, adultos)
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10.7. Anexo 2.2. Metodologia procesamiento de videos

METODOLOGIA VIDEOS MITILIDOS

RECOLECCION DE VIDEOS

- Se utilizara una camara GoPro Hero 7 montada en un trineo de 0.5 m de ancho por 0.25 m de
alto, equipada con un profundimetro de 0.1 m de precision, el cual debe quedar dentro del
campo de vision de la camara GoPro.

- El trineo sera remolcado desde la embarcacion, y un buzo mariscador ira manteniéndolo en
posicion para asegurar que este vaya siempre apoyado en la pared y evitar su volcamiento o
trabas.

- Lacamara GoPro debe ir en modo Gran Angular.

- Se debe registrar en la bitacora cada punto de muestreo marcado con GPS al inicio de cada
video, la hora del comienzo de grabacion y diferencia de altura de marea observada para su
posterior correccion.

Figura 1. Bitacora de Muestreo.

FECHA:

HORA HORA
NUMERO wp wp ALTURA
SECTOR INICIO FIN NOMBRE VIDEO OBSERVACIONES
TRANSECTA INICIO FIN GOPRO VIDEO MAREA

PROCESAMIENTO DE VIDEOS

Datos generales

- Para el procesamiento de video transectos es necesario utilizar una pantalla estandar tipo
monitor, de 440 mm de ancho de pantalla.
- Elanalisis de video transectos se realiza utilizando el programa VLC Media Player.
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El analista debe registrar la informacion de cada video entregada en la bitdcora en planilla de
papel (la cual poseera un formato Unico, que sera entregado junto con los video transectos),
para reducir cualquier tipo de error.

Cada uno de los videos procesados seran entregados al encargado en las planillas
correspondientes para su validacion, la cual consiste en revisar 10 cuadros de cada video
transecto para revisar concordancia, en el caso de no existir un 100% de concordancia, el
video es devuelto al analista para ser nuevamente revisado poniendo atencion en las fuentes
de error.

Para comenzar con la identificacion de especies se debe esperar que el trineo llegue por
debajo del cinturdn de mitilidos (=15 m), una vez que este se detenga y comience a subir se
da inicio a los registros hasta llegar al limite superior del intermareal. ES importante esperar
que el trineo quede detenido en cada cuadro de muestreo para tener la mejor calidad de
imagen que permita una correcta identificacion de las especies.

Cualquier anomalia en la revision el video se debe registrar en las observaciones de cada
video transecto.

Una vez que el trineo sale a la superficie se debe seguir registrando la presencia de especies
y la distancia observada en la guincha (en cm).

Figura 2. Planilla de procesamiento de videos.

Nombre Sector Numero de Hoja 1 Procesado
Nombre Video N°de Transecto Validado
Fecha y Hora Inicio .
Video Altura marea Digitado
Duracién Video Medida de Validacion
Pantalla
Punto GPS Transecto TOtél
Registros
Nro |Hora.cuadro| Prof (m) Sustrato Especie Abundancia | Cobertura Observaciones
1
2
3
4
5
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Referencias de visualizacion

Una vez identificado el inicio del transecto se debe congelar la imagen en cada cuadro de muestreo
(cuando el trineo se detenga), en el los cuales se debe registrar:

- Tiempo de grabacion (hh:mm:ss)
- Profundidad (la cual estar dada por el profundimetro incorporado en el trineo)
- Tipo de sustrato:
i) Arena
i) Grava
i) Bolon
iv) Roca
v) Concha
vi) Conchilla
vii) Coralina
viii) combinaciones (ej. arena-grava, arena-bolon, arena-roca, grava-bolon, grava-roca, bolon-
roca)
- ldentificar presencia de especies registrando abundancia y cobertura (segun corresponda),
siempre y cuando se identifiquen claramente las especies presentes.
- Las especies a identificar son:
i) Mitilidos (chorito, cholga)
ii) Equinodermos
iif) Cirripedios
iv) Crepipatela
v) Metridium senile
vi) Saccharina japdnica
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Figura 3: Imagen de referencia de un cuadro de muestro.
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10.8. Anexo 2.3. Imagenes de fauna y flora acompafiante en bancos de Mytilus
chilensis

A
AN &

Loxechinus albus
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Crepipatella dilatata
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A B

Asteroidea

Metridium senile
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Tegula atra
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Mytilus chilensis
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Choromytilus chorus
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Anexo 2.4. Estructura de talla de Mytilus chilensis en las distintas estaciones
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Bahia Martin, Barquillo, Cajon, Coitue y
Factoria en la zona del Fiordo Reloncavi.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad
Pocoihuen y Punta Salida en la zona del Fiordo Reloncavi.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Ragusa, Relonhue, Rollizo, Serapio y
Sotomd en la zona del Fiordo Reloncavi.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Baltazar, Caleta Andrade, Caleta Bay,
Camino Cholgo, Canal Cholgo y Canal Hornopirén en la zona de Hualaihué.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Hualaihug, Isla Pelada Este, Isla Pelada
Oeste, Llancahué y Llancahué Sur en la zona de Hualaihué.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Pichicolo, Punta Comau, Punta Pichicolo,
Puntilla Quillon y Quintupeo en la zona de Hualaihué.
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Estructura de talla de M. chilensis por estrato de profundidad superior, medio e inferior de las estaciones Chafiihue, Nercon, Punta Rauco, Rauco

2, Yutuy 2 en la zona de Castro.
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10.10. Anexo 2.5. Presentacion y acta taller de consenso de bancos naturales para
seguimiento FIPA 2023-01

©
A
T NA

INCAR

Taller consenso de bancos
naturales para seguimiento

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de
mitilidos y su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de
semillas. Etapa 1: fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”

FIPA 2023-01

SUBPESCA

Objetivo 2
Requerimiento metodoldgico 5.2.6 y 5.2.7 de la bases técnicas

* Requerimiento metodologico 5.2.6: Proponer y consensuar con la
contraparte técnica, al menos, 3 bancos naturales en cada sector, que
pudieran ser fuentes de semillas para el Fiordo Reloncavi y las
comunas de Hualaihué y Castro, y la metodologia para su seguimiento
en el tiempo.

* Requerimiento metodolégico 5.2.7. Realizar los muestreos en el
tiempo de los bancos naturales consensuados con la contraparte
técnica.
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Acta de Reunidn de consenso de bancos para seguimiento Proyecto FIPA 2023-01
“Caracterizacion y evaluacidn ecolégica y genética de los bancos naturales de mitilidos y
su aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1:

Fiordo de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”
Fecha: 24 de noviembre de 2023
Horario: 11:30 a 12:30 horas
Modalidad: Virtual

Participantes

Subsecretaria de Pesca y Acuicultura

Paulina Aguilera Profesional FIPA
Profesional de la Unidad de Gestion
Paulina Vera Torres Sanitaria y Plagas (UGSP), Division de
Acuicultura
Cristian Escalona Salazar Profesional Unidad de Recursos Bentdnicos

Equipo de Trabajo FIPA 2023-01

Carlos Molinet Flores Director de proyecto

Universidad Austral de Chile

Jorge Henriquez Moreira Universidad Austral de Chile

Katherine Espinoza Cea Universidad Austral de Chile

La presente corresponde al acta de la reunidn de consenso de bancos para seguimiento del

Proyecto FIPA 2023-01 y dar cumplimiento al requerimiento metodoldgico 5.2.6 y 5.2.7.

La reunidn estuvo dirigida por el director del Proyecto el cual realizé una presentacion que
incluyo los resultados parciales obtenidos del objetivo 2, con los cuales se propusieron los

bancos a seguir y se indicaron los criterios de seleccion de estos (ver presentacion adjunta).

Los bancos propuestos en el Fiordo Reloncavi fueron Rollizo, Serapio y Llaguepe; para la

comuna de Hualaihué se propusieron los sectores de Hualaihué (EI Manzano), Pichicolo y
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Canal Hornopiren; en la comuna de Castro los sectores propuestos son Nercon, Punta Rauco

y Yutuy 2.
Los criterios de seleccién de bancos fueron:

- Contar con presencia de individuos en los tres niveles (inferior, medio y superior) y
mayor abundancia.

- Tener cerca un centro de captacidon de semillas y cultivadores que nos faciliten
semillas.

- Contar con buen acceso terrestre para realizar el muestreo.
Acuerdos/Sugerencias

e Se solicita cambiar el nombre del sector Hualaihué por El Manzano para evitar
confusiones.

e Se pide que si se observan algas verdes en el sector de El Manzano filmar la
distribucién de estas.

e Se acogen los sectores propuestos y criterios de seleccion.

Tabla 1. Sectores propuestos para seguimiento de bancos

Zona Sector Latitud (S) | Longitud
(W)

. Rollizo 41.443693 | 72.317245
R;'g;‘::w, Serapio 41516983 | 72.288923
Llaguepe 41.705771 | 72.417873

Comuna de | Hualaihué (El Manzano) | 42.030637 | 72.688711
Hualaihué Pichicolo 42.021951 | 72.605302
Canal Hornopiren 42.023487 | 72.522052

Comuna de Nercon 42.510686 | 73.784559
Castro Punta Rauco 42.54234 | 73.766549
Yutuy 2 42.516197 | 73.760194

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”

318



Universidad :
E i d icul
Austral de Chile | gttt decuiutura

Conocimiento y Naturaleza

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 319
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad g-'%

= Instituto de Acuicult
Austral de chile y Madio ambionte.
Conocir ) y Naturaleza

nienle

10.11. Anexo 4.1. Disefio y estandarizacion de partidores HRM para trazabilidad de
semillas de Mytilus chilensis

Anexo 1. Diseno y estandarizacion de
partidores HRM para trazabilidad de
semillas de M. chilensis

SNPs poblacion CC
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Busqueda bioinformatica HL_SNP6
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CCCTCAGATTTTGGG
AACECTGAGATTTTGGGAT
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14446362 Homozygous 97.96
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Busqueda bioinformatica HL_SNP9
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Busqueda bioinformatica HP_SNP1
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Varses (1)

12822382 Homozygous 93.94
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“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 337
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad E%

. ituto d icul
Austral de chile | ittt de scicutur

Conocimiento y Naturaleza

Melt Curve Plot

Estandarizacion gPCR
Partidor HP_SNP1 -

Por la curva de Melt (doble peak) se decide evaluar el
partidor 2 de este SNP. —

Standard Curve

no N Amplification Plot
s i

37

RL_SNP1Zrep M HP_SNP1 I CC.SNP7 | MP_SNP3

Melt Curve Plot

Estandarizacion qPCR
Partidor HP_SNP1-2

Standard Curve g < \
»s }
»0

o P T
20 Hov Mol Moz Mo) WOt Wos o
85

280

270 Amplification Plot
20

20 -
240
;:a

20
Quawy e e W

CY_SN4_partidor; Ml CC_SNP11_partidor: Ml HP_SNP1_partidor:
38

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la 338
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de
Hualaihué y Castro”



Universidad
E i d icul
Austral de Chile | it de Acuicutura

Conocimiento y Naturaleza

Sample Variante
[cC1 1

[cc2
|Icc3
[cCC4
ICC5

Resultados HRM HP SNP1-2

5]
<
=
[ [N [R) [N (I IR I NG ) IR UG

IcY7 1 Aligned Melt Curves Difference Plot
cys OMITIDA
HL1 1

=

0

1o

1
HL3 2
HL4 2
HLS 2
HL6 OMITIDA
HL7 1

w0

Aored Fusrescascocy
cwsc¥UBNAASSBR8888ET

Tarroetsman('c)

| RS Py pe— [ RN Py pe—

39

Ed
bl
®
[ (%) [N (%) [ [N) [X3 [N (59 [N (S [0 SN PO [N [N3) [N

Busqueda bioinformatica HP_SNP3

Chr12_Region 38400001-38500000
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TAAGCCCAGACGAAAGTGGTACTGCT TGAACTGT GAAAAATAGACCCT 1 TGA-CAATGGCAA TAA-TCTGCCTCAAAT - AGACATTCTTTAAT - -TATATATCTTGAATATCA-AA
= AT--TETATATCATGAATATCA- AAA
ACTCTGAAAAAT T
TAAGCCAAGAGGAAAGTGGTACTCCTTTAACTGTCAAAA
CCCAGAGCAAAGTCGTACTGCTTCAACTGTGAARAATAGACCCTTTC
TAAGCCCAGACGAAAGTGGTACTGCTTGAACTCTCAAAAATAG. Y

1€
GACCCTTTGA-CAATCGCAATAAGACTA
A-C AGACTA A AATC G A’LA AAA‘
CAATCGCAATAAGACTA TGY TGAGCCTCAAATY 1 TCITY T T “AAAT =T -
CAATCGCAATAAGACTA AAAT -AGACATTCTTTAAT -~ TCTATATCATGAATATCA - AAAT

G A TGAGGCTCAAAT -AGACAATCTTTAAT
CAATGGCAATAAGACTA GV TGAGGCTCAAAT -AGACAAT

A
CTTYCA
TAAGCCAAGAGCAAAGTGGTACTGCTTGAACTCTCAAAAATAGACCCTTTCA -CAATC TCTATATCATGAATATCA-AAAT~G-T
cr CCCTTTGA

A
TAAGCCCAGAGGAAAGT GCTACTGCTTGAACTGT GAAAAATAGA

38436950 Homozygous 96.77
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10.12. Anexo 5. Taller Final de Resultados FIPA 2023-01
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DIFISION DE RESULTADOS FIPA 2023-01

“Caracterizacion y evaluacion ecologica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su
aporte a la disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo

de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”

Objetivo de la actividad: Realizar una presentacion de los principales resultados del proyecto,
enfocado en los resultados esperados del proyecto y su aplicacion en el contexto de la mitilicultura

chilena.

Modalidad: Hibrida, presencial en Casfro, Hotel de Castro (Chacabuco 202) o se puede seguir la
fransmision de |z actividad online via zoom enviando un e-mail a Katherine espinoza@uach.cl.

Miércoles 04 de diciembre
PROGRAMA
14:30 — 14:40 hrs Palabras de representante Subsecretaria de Pesca
14:40 - 1445 hrs Presentacion del Proyecto. Carlos Molinet
14:45-15:15 hrs Presentacion de resultados obtenidos de Objetivo 1. “Identificar los

15:15-1545 hrs

15:45-16:15 hrs

16:15-16:30
16:30-17:00

principales bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y comunas
de Hualaihué y Castro” y Objetive 2. “Realizar una evaluacion de estado
general de los bancos naturales, considerando abundancia, cobertura,
densidad, biomasa, disfribucion verfical, sexos, estructura de tallas y
comunidad asociada, con énfasis en las diferentes especies que pudieran
afectar los bancos de mitilidos™ Dr. Carlos Molinet

Presentacion de resultados Objetivo 3, parte | “Caractenzar
geneticamente los bancos naturales, considerando el gradiente vertical,
mediante marcadores SNP, para apoyar la trazabilidad de las diferentes
especies del género” Dra. Marcela Astorga

Presentacion de resultados Objetivo 3, parte Il. Presentacion de
resultados Objetivo 4. “Generar una herramienta de secuenciacion masiva
que permita establecer y relacionar el origen geografico de los nuevos
reclutas en los bancos naturas y de las semillas captadas en los colectores,
respecio de los bancos naturales previamente identificados™ Dr. Cristian
Gallardo-Escarate.

Cafe

Panel de preguntas y Discusion
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Acta Taller Presentacion de resultados Proyecto FIPA 2023-01“Caracterizacion y
evaluacidn ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo

Naturaleza

Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro”

Fecha: 04 de diciembre 2024
Horario: 14:30—17:15 horas
Modalidad: Hibrida.

Participantes Presencial

Nombre Institucion
Francisco Castafieda INTEMIT
Camila Barria INTEMIT
M. Angelica Alarcén IFOP
Vladimir Murillo IFOP

René Rivero SUDMARIS
Cristian Segura IFOP
Rodrigo Carrasco AmiChile
Sonia Medrano INTEMIT
Claudio Mansilla Camanchaca Cultivos Sur
Carolina Rojas AmiChile

Participantes Online

Nombre Institucion
Daniela Sotomayor Gerding Universidad Catolica del Norte
David Escobar Riveaud SUBPESCA
Maureen Alcayaga Godoy SUBPESCA

Victoria Véliz Cardemil

independiente

Karenina Teiguel Castillo

Plancton Andino SpA.

Cristian Vasquez Flores

COPAS Coastal-UdeC

Francisco Carcamo Vargas IFOP

Luz Quinchao Neculman SERNAPESCA
Alvaro Zabala Vv SUBPESCA

Cristian Araneda Universidad deChile
Paulina Rojas W SERNAPESCA
Alejandro Barrientos Puga SUBPESCA

Ricardo Guerrero Ojeda SERNAPESCA
Cristian Jara Medina SERNAPESCA
Natalia Cdmpora Contreras SERNAPESCA

Maria Angélica Larrain

Universidad de Chile

“Caracterizacion y evaluacion ecoldgica y genética de los bancos naturales de mitilidos y su aporte a la
disponibilidad de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1: Fiordo de Reloncavi y comunas de

Hualaihué y Castro”

348




Universidad E§

Austral de Chile

Conocimiento y Naturaleza

Instituto de Acuicultura
y Medio ambiente

Antonio Caceres

Camila Mufioz UACh
Carlos I. Vargas UChile
Carolina Oyarzo

Catalina Reyes PUC

Claudia Vargas

Independiente

Claudio Arcos

Contao
Cristian
Cristian Gallardo UdeC - INCAR
Daniel Arriagada AquaPacifico

Daniel Ojeda

Daniela Bolbaran

Directora Ejecutiva FIPA

Eduardo Anderson

SUBPESCA

Felix Howard

Gonzalo Fuenzalida IFOP

Jaime

Jorge Henriquez UACh

Luis Henriquez IFOP
Manuel Cano

Marcela Astorga UACh
Marcos Galindo Agromarina

Marina Oyarzun

Independiente

MLG

M Olivares

Oscar Trujillo

Camanchaca

Pablo Mena

Pamela Vasquez

Thamara Matamala

UACh

Valentina Cordova

UChile

La presenta corresponde al acta del taller de difusion de resultados del Proyecto FIPA 2023-
01y cuyo objetivo fue dar a conocer los principales resultados y su aplicacion en el contexto

de la mitilicultura chilena.

Al inicio el Sr. Alejandro Barrientos encargado de la unidad de Gestidn Sanitaria y Plagas de
la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (contraparte técnica del proyecto) dirigié unas
palabras a los asistentes, posteriormente el Director del proyecto Dr. Carlos Molinet realizo
una breve presentacién de los objetivos principales y especificos, para luego dar a conocer
los resultados obtenidos de los Objetivos Especificos 1 “ Identificar los principales bancos
naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro” y Objetivo
2 “Realizar una evaluacion de estado general de los bancos naturales, considerando
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abundancia, cobertura, densidad, biomasa, distribucién vertical, sexos, estructura de tallas
y comunidad asociada, con énfasis en las diferentes especies que pudieran afectar los
bancos de mitilidos”, posteriormente la Dra. Marcela Astorga presento los resultados
obtenidos de la primera parte del Objetivo Especifico 3 ”Caracterizar genéticamente los
bancos naturales, considerando el gradiente vertical, mediante marcadores SNP, para
apoyar la trazabilidad de las diferentes especies del género” , seguida del Dr. Cristian
Gallardo-Escarate, quien presento la segunda parte de este objetivo junto con el Objetivo
Especifico 4 “Generar una herramienta de secuenciacién masiva que permita establecer y
relacionar el origen geogréfico de los nuevos reclutas en los bancos naturales identificados”.
En el taller participaron aproximadamente 55 personas, pertenecientes a las areas de la
industria, investigadores y representantes de Instituto de Fomento Pesquero, Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura y la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura.

Las principales interrogantes que se plantearon por parte de los participantes fueron:
¢Finalmente se logré cumplir con el objetivo de generar herramientas de secuenciacion
masiva para establecer el origen geografico de las semillas?

R. Si, se logrd y se esta proponiendo hacer una secuenciacién del sosoma. Ya que se cree
gue ahi esta la informacion relevante para la trazabilidad.

¢Es recomendable tener una zona de reserva genética del chorito en el estuario del
Reloncavi?

R. Dentro de las conclusiones se propone como una idea a definir en conjunto, viendo cual
es el lugar adecuado combinando datos de banco mas abundante, sin captacion.

¢Cada cuanto tiempo se deberia considerar repetir este tipo de investigacion, o con qué
frecuencia se puede establecer un programa de monitoreo de diversidad genética?

R. Desde la ecologia se observa variabilidad interanual con un bajo numero de estaciones
por zona, la idea seria integrar la informacion con los seguimientos de area de manejo.
Desde la perspectiva genética se recomienda cada dos anos, pero depende de la
herramienta que se utilice.

¢Ya que la semilla de la Zona de Cochamé tienen mayor variabilidad genética, tendria mayor
engorda si es trasladada a la Zona de Chiloé, tendria un mayor valor agregado?

R. Esta variabilidad genética que se menciona no es tan lineal, esto no quiere decir que lo
individuos tengan un mayor crecimiento o que tengas ciertas caracteristicas de interés de
los productores.

Finalmente, los productores se mostraron preocupados por la pérdida de semillas que han
estado teniendo este ultimo tiempo.
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Caracterizacion y evaluacion ecolégica y genética de los
bancos naturales de mitilidos y su aporte a la disponibilidad
de larvas para la actividad de colecta de semillas. Etapa 1:
fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro

FIPA 2023-01

FIPA

Fondo de Investigacidn
Pesguera y de Acuiculturs

SUBPESCA

Objetivo General

General: Realizar una evaluacion ecolégica y genética de los principales bancos naturales de mitilidos en el
Estuario de Reloncavi y comunas de Hualaihué y Castro, y determinar su aporte a la disponibilidad larval para
la actividad de colecta de semillas.

Especificos:

1. Identificar los principales bancos naturales de mitilidos en el Fiordo Reloncavi y comunas de Hualaihué y
Castro.

2. Realizar una evaluacion de estado general de los bancos naturales, considerando abundancia, cobertura,
densidad, biomasa, distribucion vertical, sexos, estructura de tallas y comunidad asociada, con énfasis en
las diferentes especies que pudieran afectar los bancos de mitilidos.

3. Caracterizar genéticamente los bancos naturales, considerando el gradiente vertical, mediante marcadores
SNP, para apoyar la trazabilidad de las diferentes especies del género Mytilus presentes en el drea de
estudio e identificar posibles bancos con poblaciones o individuos de especies exoticas.

4. Generar una herramienta de secuenciacidon masiva que permita establecer y relacionar el origen geografico
de los nuevos reclutas en los bancos naturas y de las semillas captadas en los colectores, respecto de los
bancos naturales previamente identificados.
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Qué sabemos de los Bancos
de mitilidos

Efecto de la picnoclina en M. chilensis?

Mytilus chilensis domina ambientes naturales de relativa baja salinidad y entre el
intermareal y el submareal.

Molinet et al. 2015
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Qué sabemos del
abastecimiento de semillas
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centros de cultivo
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Molinet et al. 2021
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Abastecimiento de semillas de M chilensis
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FIPA 2023-01: Caracterizaciéon y
evaluacion ecolégica y genética de
los bancos naturales de mitilidos y S

su aporte a la disponibilidad de Bl

larvas para la actividad de colecta
de semillas

Area de estudio Golfo de Ancud

Las actividades de muestreo en terreno
deberin cfectuarse a lo largo de todo el Isla Chiloé
Estuario Reloncavi, comuna de
Hualaihue (Canales Hornopiren,
Cholgo, lancahué, LLanchid, estero Estero
Pichicolo y ensenada Gualaihué) y en la
comuna de Castro (Estero Castro y
canal Lemuy), considerando puntos de
muestreo en ambos costados de fiordos y
canales,
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Qué sabemos de los bancos
naturales en el area de estudio?
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Tipos de bancos

Estuario tipo Planicie,
Yaldad

Estuario tipo Fiordo, Reloncavi

Bancos
“emergentes”,
asociados a la
mitilicultura.
Intermareal vy
bajo las lineas
de cultivo

Primer registro de bancos de
Mytilus chilensis en Estero Castro
IFOP 2023.
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Fiordo Reloncavi
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Conclusiones preliminares

* Los bancos de mitilidos de los tres sectores estudiados presentaron
diferencias en su patrén vertical de distribucion.

* Mytilus chilensis fue dominante en el intermareal y submareal somero en
el fiordo Reloncavi, fue dominante en el intermareal de Hualaihue y en el
intermareal de las estaciones de Castro.

* Coincidente con anteriores estudios la salinidad y los depredadores
parecen modular la distribucién de M. chilensis en Hualaihue y F.
Reloncavi. Es necesario monitoreo para entender Castro.

* En el caso de Hualaihué, se observo abundante Acanthina monodon, en
todo el rango batimétrico de M. chilensis, por lo que se estima que afecta a
estas poblaciones.

* La anémona invasora Metridium senile fue mas abundante en Hualaihué
entre el limite superior del submareal y 16 m (limite de muestreo),
mientras que en f. Reloncavi M. senile se registré entre 11y 20 m

* Las mayores densidades de M. chilensis se registraron en estaciones de
Hualaihué, con densidades promedio de hasta 600 ind./m2 por estacién.

* Sin embargo, la mayor biomasa desovante se estimé en el Fiordo Reloncavi
con aproximadamente 2,950 t, mientras que en Hualaihué se estimé
aproximadamente 1,460 t y en Estero Castro aproximadamente 4 t.

* Considerando la informacién disponible, es posible caracterizar al fiordo
Reloncavi como zona mads importante para la provision de semilla silvestre
para la mitilicultura, por lo que es clave su conservacién y manejo en un
contexto de cambio climatico.

* El fiordo Reloncavi retine caracteristicas de habitat fuente, probablemente
acoplado a habitat sumidero fuera del fiordo (ej. Seno Reloncavi), lo que
debe ser evaluado.
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|dentificacion genética de la especie
de Mytilus en Reloncavi y Mar interior
de Chiloé y.diferenciacion entre zonas
- /mareales BT

Marcela P. Astorga, Jaime Vargas, Carlos Mo[iﬁét .

Fipa 2023-01
| 2024

* Mytilus edulis Mytilus galloprovincialis Mytilus californianus

* Mytilus trossulus Mytilus chilensis
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Objetivo 3. Proyecto

Apoyar la Caracterizar los

Incluye: trazabilidad de las bancos naturales

diferentes especies en un gradiente
del género Mytilus vertical

Requerimiento metodologico 5.3.2 y 5.3.3

“Identificar cada una de las especies de mitilidos presentes en los bancos naturales
del area de estudio, considerando al menos 3 estratos en el sentido vertical, con
especial énfasis en detectar la presencia de especies exdticas como Mytilus
galloprovincialis”

“Identificar los sectores donde hay presencia en los bancos naturales de otras
especies del género Mytilus diferentes a Mytilus chilensis o de bancos naturales de
ellas y el grado de hibridacion con M. chilensis, si lo hubiera.
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Resultados

Que
encontramos en
la Region de Los
Lagos
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Morfotipos de la Region
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Mytilus chilensis
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Conclusion

* Los morfotipos observados en bancos naturales del fiordo de
Reloncaviy Mar interior de Chiloé (Castro y Hualaihue)
corresponden a la misma especie, identificada como Mytilus
chilensis

* No se encontré individuos de otras especies del género Mytilus en
las muestras analizadas

* El método de secuenciacién del gen Citocromo oxidasa | de ADN
mitocondrial es adecuado para la identificacion de la especie,
como ya ha sido utilizado en el proyecto DNAbarcoding de las
especies marinas

Analisis entre localidades y zonas
mareales
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Gradiente en zona de marea

TABLE 3 Analyss of molecular variance (AMOVA] and degrees of freedom () for COI mitochondrial gene sequences and microsatellite
markers in subtidal and intertidal strata of M, chikensis from Reloncavi Flord, depicting the percentage of variation explained between subtidal
and intertidal: within subtidal and intertidal separated by location (Cokué, Piaros, Ragusa, Poicohuén, Bosquel; and within locations

**p < 0L ***p < 001, after 1023 permutations,

Fiordo de Reloncavi

diversidad genética que los submareales)

Astorga et sl 2017

€Ok M edbtes
o % variation F statistics of % F
1 158 Fo=0016" 1 058 Fu» -0006ns
7 058 Fu = 0006 ns 7 an Fe = 0031™*
Within locations 250 9754 Fo. = 0022 ns A7 9747 Fo, = 0025

» Seleccidn diferencial entre intermareal y submareal a lo largo del

» Seleccion purificante o negativa en individuos intermareales (menor

Covered
i im Clean
- 2 mt
L 3mt
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Diversidad genética entre zonas mareales

(Fiordo de Reloncavi)

Zona Sitios Numero Diversidad | NdUmero de | Diversidad de
Variables | Haplotipos | Haplotipica | diferencias | nucleotidos
Mayor Submareal 52 26 0,958 7,704 0,016
Media 10 11 0,926 2,588 0,005
‘ | Intermareal | 99 38 | 0,992 13,867 0,029
TOTAL 121 70 0,972 10,247 0,021

Principal Coordinates (PCoA)

Om
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Diversidad genética en localidades y zonas

mareales
Localidad Zona Sitios Numero Diversidad | Numero de | Diversidad de
Mayor Variables | Haplotipos | Haplotipica | diferencias | nucleotidos
Coitue Submareal 11 6 1.0 4,6 0,0097
~ Coitue Intermareal | 72 15 1.0 16,2 0,0348
Bahia Martin | Submareal | 20 1 1,0 6,1 0,0129
Bahia Martin | Intermareal | 17 12 1,0 53 0,0112
Cajon Submareal |6 4 1,0 3.5 0,0074
| Cajén Media 8 7 0,96 3.1 0,0065
Menor Cajon Intermareal | 13 8 0,89 3,3 0,0069
~ Llaguepe Submareal 32 8 0,97 11,6 0,0250
| Llaguepe Media 5 5 0,93 24 0,0050
Llaguepe Intermareal | 17 3 1.0 11,6 0,0249
TOTAL 120 68 0,97 | 10,4 0,0218

P-value: 0,8842 ns; (df =670)

Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

Source of df Sum of squares Variance Percentage of | Significance
variation components variation

Entre 3 76,85 0,631 7,25 0,863 ns
localidades

Entre zonas 7 229,890 3,595 41,27 0,0001 **+*
mareales

dentro de

localidades

Dentro de 80 460,003 5,750 65,99 0,0007 ***
zonas
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Diversidad entre sectores analizados

Mayor |ZONa Sitios Numero | Diversidad | Numero de | Diversidad de
Variables | Haplotipos | Haplotipica | diferencias | nucleotidos
‘ Reloncavi | 121 70 0,972 10,247 0,021
Hualaihue | 20 10 0,969 4,606 0,009
Castro 17 10 1,000 4,467 0,009
TOTAL 129 79 0,971 9,367 0,019

Diferencia entre areas

* Fst bajo la diagonal
* Valor de p sobre la diagonal

Localidad Reloncavi | Hualaihue Castro

Reloncavi 0,072 0,036

Hualaihue 0,047 0,873
Castro 0,046 -0,033
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Matriz de significancia entre localidades
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10 . + + .
11 . .
12 . .
- ~
Coitue intermareal Bahia Martin Intermareal

Localidades con mayor diferencia

Conclusion

Se mantiene diferenciacion entre zonas mareales

Se observa mayor diversidad genética en zona intermareal
Leves diferencias entre localidades, alta movilidad de semillas

Fiordo Reloncavi mayor diversidad

* mayor presencia de bancos naturales??
* Fuente de la semilla, resto sumidero??

Propuesta de zonas de proteccién en Fiordo Reloncavi
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INCAR
Objetivo Especifico N° 4. Generar una herramienta de

secuenciacion masiva que permita establecer y relacionar el
origen geografico de los nuevos reclutas en los bancos
naturales y de las semillas captadas en los colectores, respecto
de los bancos naturales previamente identificados.

Cristian Gallardo-Escarate! Carlos Molinet® & Marcela Astorga®

Centro Interdisciplinario para Investigacién en Acuicultura, U, de Concepeidn, Concepcién, Chile.
Anstituto de Acuicultura, U, Austral de Chile, Puerto Montt, Chile

04 de Diciembre, 2024

/

Mytilus chilensis
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Chromosome-Level Genome Assembly of the Blue Mussel
Mytilus chilensis Reveals Molecular Signatures Facing the
Marine Environment
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The Mytilus chilensis genome c

%
%
\' %
% . £ ¥
i ' %, ¥ aggun ¥
& :

I )
~l W
S g W
“~ o*
1.93 Gb genome size
34 530 genes and 4,795 non-coding RNAs
57% repetitive sequences with predominancy of LTR-retrotransposons
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Proyecto FIPA 2024

Se utilizaron datos de secuencias de genoma completo con objetivo de:

(i) Ladiversidad genética y la estructura de tres poblaciones de M. chilensis, y dos
sectores por localidad.

(ii) Las posibles firmas de seleccion asociadas con la adaptacion a ambientes
contrastantes, como son el Seno de Reloncavi y el mar interior de Chiloé.

(iii) Evaluar posibles dindmicas fuente/sumidero a fin de establecer origen de semilla
de M. chilensis en sitios de engorda, utilizando informacién genémica de bancos
previamente identificados.
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Requisito: Tener banco natural y colectores de semillas

60 muestras de todas las localidades con bancos naturales
de los tres sectores de estudio

Semillas de similar tamafio (asumiendo una misma cohorte)
desde los bancos naturales cercanos a los colectores.

Para definir las posibles procedencias de las semillas: Se
muestrearon individuos adultos, mediante muestreo al azar
en diferentes cuelgas de engorda y se muestrearan adultos

de los bancos naturales,

Localidad Sector C
RELONCAVI| Rofizo | RR
RELONCAV | Uagepe | RL |
HUALAIHUE | Uancahue HL

Pursila
HUALAIHUE Ouitén HP

CASTRO | Yuty | CY
CASTRO | Chathwe | CC

Polimorfimos de un tnico nucleétido (SNP)

* Un cambio en una base dentro de una
secuencia nucleotidica

« Polimorfismos estables

+ Baja tasa de mutacién (107)

» Muy frecuentes en el genoma (0.2 ~ 1.0 kb)

* Mutaciones sinénimas y no-sinénimas.

* Heredables y genéticamente estables
Individuo 1 TCGACTACTCTA _ CGTTCAGGCGT ... ACGCATTACGGCGTCC
Individuo2 TCGACTCCTCTA ... CGTTTAGGCGT ... ACACATTAGGGCGTCC
Individuo3 TCGACTACTCTA ... CGTTCAGGCGT .. ACACATTACGGCGTCC
Individuo4 TCGACTCCTCTA .. CGTTCAGGCGT ... ACGCATTACGGCGTCC

Individue 5 TCGACTACTCTA . CGTTCAGGCGT ... ACACATTATGGCGTCC
Individuo 6 TCGACT ICT CTA .. CGTT I AGGCGT ... AC?CATTA(IiGGCGTCC

SNP A/G cn AG  C/GT
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Distribucién de SNPs en el genoma
i
‘ BN \ /
Dos enfoques para los anélisis - Secuencias | ~d /
l no codificantes s \ /
Promotor Intrafes %nes
Distribucién de SNPs en el genoma
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| vz ol B v el
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B e Andlisis de Admixture para SNVs
Outrivecite de SN9 n ol gescec genémioos(K:ZaS)
Reloncavi-Llaguepe (RL)
Reloncavi- Rollizo (RR) L o a——
Castro-Chafiihue (cc) DR = N
Castro-Yutuy (cy) Ve VA
Hualaihue-Uancahue  (HL) ool oz
Hualaihue-Ptlla Quillén (HP) .
PCA para 60 individuos M. chilensis.
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Andlisis del origen de |a semilla y Conectividad

Semillas de Colectores y bancos naturales.
Se compararon con:

Adultos de bancos naturales (cercanos y
distantes) y de centros de engorda.

Probable conectividad para las poblaciones de
Muytilus chilensis de Reloncavi, Castro y Hualaihué

Conclusiones

* Este estudio es pionero en evaluar la variabilidad gendmica de poblaciones de M. chilensis

mediante resecuenciacion de genoma completo.

* Los andlisis estadisticos no logran diferenciar claramente la estructura poblacional por la
homogeneidad genética derivada de la traslocacion de semillas entre Reloncavi, Castro y Hualaihué.

» El andlisis de variantes en regiones exonicas muestra una agrupacion entre Castro-Chanihue-Yutuy
con Reloncavi-Llaguepe, y entre Hualaihué y Reloncavi-Rollizo, sugiriendo flujo genético entre

Hualaihué y Castro.

* Los SNPs diferenciados entre poblaciones estdn asociados a funciones biolégicas y moleculares
distintas, lo que sugiere fijacién local y posibles adaptaciones.

» Este trabajo propone un nuevo panel de SNPs mediante HRM para evaluar la trazabilidad genética

de semillas de M. chilensis.
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